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The control of infectious diseases is tightly linked to the capability of Research and di-
agnostic laboratories to develop and apply specific protocol for rapid diagnosis. Me-
todologies based on immunoenzymatic reactions (ELISA) and amplification of DNA by 
Polymerase Chain Reactions (PCR) have been proved to be useful in diagnosis and epi-
demiology of veterinary infectious diseases for their versatility, specificity sensitivity 
and rapid analysis. 
The aim of this research has been focused on the development of rapid diagnostic sys-
tems based on immunoenzymatic techniques and molecular biology applied to two dif-
ferent infectious diseases in sheep: abortion caused by SAO and suclinical mastitis 
caused by Streptococci species. 
In this study, new diagnostic molecular markers have been identified for both etiologi-
cal agents. In particular, specific antigenic subunits of S.Abortusovis have been charac-
terised for its detection in sera by ELISA assay. 
Furthermore, new multiplex PCRs have been set up to achieve direct and rapid identifi-
cation of different Streptococci species in milk samples, collected from sheep suffering 
of mastitis. This study also highlighted S. uberis as predominat species and allowed to 
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In Sardegna l’allevamento di ovini da latte costituisce un’attività di grande rilievo 
nell’economia agricola. La Sardegna infatti produce il 56% del latte ovino prodotto in 
Italia, con una consistenza dei capi stimata in 4.700.000 (1) La quasi totalità della pro-
duzione di latte è destinata all’industria casearia per la trasformazione in formaggi.  
Ogni anno, negli allevamenti di ovini sardi vengono segnalati focolai di due patologie di 
interesse medico-veterinario: l’aborto causato da Salmonella Abortusovis e la mastite 
causata da Streptococchi.  
La Salmonella Abortusovis è considerata uno dei principali agenti abortigeni nella peco-
ra e, pur essendo conosciuta da tempo, provoca ingenti danni economici al settore zoo-
tecnicoe. La mastite infettiva ovina rappresenta in Sardegna una delle patologie più in-
sidiose che colpiscono l’allevamento ovino, con notevoli ripercussioni sulla produzione 
lattiero casearia. I danni causati da queste patologie sono sia di tipo diretto che indiretto 
e possono essere così riepilogati (2): 
• perdita di agnelli e talvolta delle madri (salmonellosi);  
• costi legati all'improduttività per il mancato ritorno in calore dell'animale o per 
la necessità di indurre farmacologicamente l'estro (salmonellosi); 
• perdite "genetiche" tra le femmine miglioratrici, a causa di metriti e ritenzioni 
placentari che possono portare ad infertilità (salmonellosi);   
• deprezzamento del gregge (salmonellosi e mastiti da Streptococchi);   
•  riduzione o assenza della produzione lattea (mastiti da Streptococchi); 
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• peggioramento della qualità del latte, che non può essere più utilizzato per la 
preparazione dei latticini (mastiti da Streptococchi); 
Il controllo di queste patologie infettive è attualmente tra le criticità primarie 
nell’economia di settore e non ha ancora trovato soluzione anche a causa delle metodi-
che diagnostiche attualmente in uso, inadeguate per specificità e sensibilità. 
 
1. SALMONELLOSI OVINA 
1.1 EZIOLOGIA 
Le salmonellosi ovine sono associate al sierotipo Abortusovis (Salmonella Abortusovis) 
e, più raramente, ad altri sierotipi come il sierotipo Typhimurium (Salmonella Typhimu-
rium).  
La Salmonella enterica sierotipo Abortusovis  si distingue per alcune caratteristiche col-
turali, tanto da poter essere considerata una Salmonella "atipica" per la sua crescita lenta 
e per la tardività delle sue reazioni biochimiche, cosa che rende ragione delle difficoltà 
riscontrabili poi in sede diagnostica. 
Appartiene alla famiglia Enterobacteriaceae, specie Salmonella enterica che comprende 
sette subspecie distinte sulla base di criteri biochimici e genomici, con oltre 2000 siero-
tipi identificati in base agli antigeni O ed H, rispettivamente somatico e flagellare. In-
sieme a pochi altri sierotipi quali S. Typhi, S. Paratyphi A, S. Typhisuis e S. Gallina-
rum, si tratta di uno dei sierotipi strettamente ospite-associato, elemento che ne giustifi-
ca le peculiari caratteristiche epidemiologiche. 
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Ha diffusione cosmopolita, con prevalenza in Europa (è la principale causa di aborto o-
vino in Francia) e Medio Oriente (3). 
 
Fig.1  Diffusione della Salmonellosi ovina in Europa e Medio Oriente. 
Una recente indagine, effettuata in Sardegna, ha rilevato la presenza di questo batterio 
nel 10% di campioni provenienti da aborti (4). 
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Fig.2 Focolai di Salmonellosi ovina in Sardegna. 
La Salmonella enterica sierotipo Abortusovis è un germe Gram negativo, bastoncellare 
(2-4 x 0,5-1µm), mobile, acapsulato, anaerobio facoltativo, catalasi positivo ed ossidasi 
negativo. Al microscopio elettronico presenta una "seconda membrana esterna", di pro-
babile natura polisaccaridica, non presente nelle altre salmonelle, ma il cui ruolo pato-
genetico non è stato ancora delucidato. (5; 6). 
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Fig 3: (A) S. Abortusovis. Nell'inserto il particolare della "doppia membrana" (Bar 5 
µm). (B): S. Typhimurium. Nell'inserto il particolare della membrana. 
 
 
A differenza dei membri dello stesso genere, S. Abortusovis cresce lentamente sui ter-
reni di coltura: sono necessarie da un minimo di 24 h fino a 36-48 h, talvolta 72 h, alla 
temperatura di 35-37° C, per sviluppare su agar Salmonella-Shigella, che viene conside-
rato il terreno più adatto. Cresce lentamente anche sui terreni convenzionali quali l'agar 
Citrato Desossicolato, il Rambach ed il Mac Conkey, dove produce colonie non fermen-
tanti il lattosio. 
Le colonie, inoltre, sono più piccole rispetto alle altre specie di Salmonella, e spesso di 
dimensioni variabili (coesistono contemporaneamente sullo stesso terreno colonie di 
dimensioni diverse) (7; 8).  
A B 
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Altre caratteristiche metaboliche importanti per l'identificazione sono indicate nella Ta-
bella 1.  
Produzione di acido da: Lattosio - 
Saccarosio - 
Glucosio  + 
Maltosio   + 
Sorbitolo    + 
Mannitolo   + 
Dulcitolo  Variabile 
Produzione di: Indolo  - 
Ureasi   - 
H2S (1)   + 
gas in TSI    + 
Inattivata da: pH  <4 e >9 
Temperatura <10° C e >42° C
 
                    Tabella 1: Caratteristiche metaboliche di Salmonella Abortusovis. 
(1) La produzione di H2S è ben visibile su TSI, ma meno sui comuni terreni come il 
Salmonella-Shigella o l'XLT4 dove a differenza delle altre salmonelle, le colonie pre-
sentano un centro scarsamente colorato di nero. 
S. Abortusovis sopravvive nell'ambiente esterno, resistendo circa 100 giorni nell'acqua 
piovana, 50-90 giorni nella lettiera, alcuni mesi nel terreno (forme rugose del germe). 
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Nei prodotti di origine animale la sua resistenza non è stata studiata, d'altra parte non 
sono segnalati casi di infezione nell'uomo. (9). 
 
 
1.2 SEGNI CLINICI 
Clinicamente il sintomo principale è rappresentato dall'aborto (spesso interessa anche il 
60% delle femmine di un gregge), che si verifica nella seconda metà o nell'ultimo terzo 
di gravidanza, sebbene non si possa escludere che esso avvenga più precocemente. 
L'aborto si verifica poche settimane dopo il contagio e non è preceduto da sintomi rile-
vanti, ad eccezione di una ipertermia transitoria (in corrispondenza della breve batterie-
mia) che spesso passa inosservata. 
In alcuni casi l'aborto può essere seguito da ritenzione di placenta e/o metrite con con-
seguente setticemia da sovrapposizione batterica, talvolta mortale per la pecora. Posso-
no verificarsi anche nati-mortalità o nascita di agnelli a termine ma disvitali, che vengo-
no a morte nel giro di poche ore per setticemia. 
E' possibile la nascita di agnelli apparentemente sani che però entro 2-3 settimane 
muoiono in presenza o meno di sintomi respiratori od enterici. 
Tale evenienza sembra legata alla infezione del feto a fine gravidanza (oltre la sedice-
sima settimana di gestazione) o immediatamente dopo la nascita (10;11). 
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Forme polmonari sono state osservate in agnelli di 1-3 mesi di età. Infine sembra che gli 
agnelli che si sono infettati in periodo pre-natale o peri-natale possano restare portatori 
sani sino alla pubertà (9). 
 
 
1.3 RILIEVI ANATOMO-PATOLOGICI 
All'esame anatomo-patologico non si rilevano lesioni patognomoniche. Il feto e la pla-
centa possono mostrare segni di setticemia e di autolisi.  
Nei nati morti e negli agnelli morti subito dopo la nascita si osservano edema, emorra-
gie, degenerazione e necrosi in numerosi organi, ma anche nei cotiledoni e nel corion-
allantoide. 
E' possibile osservare mineralizzazione di singole cellule trofoblastiche o di aree dell'al-
lantoide, nonché presenza di neutrofili e batteri nei villi placentari. 
Nelle pecore spesso si ha ritenzione di placenta con metrite, da cui l'utero risulta ingros-
sato e ripieno di materiale necrotico ed essudato. Giovani agnelli e pecore con diarrea 
possono presentare abomasite ed enterite associati ad aumento di volume dei linfonodi 
regionali (5). 
 
1.4  EPIDEMIOLOGIA E  PATOGENESI 
Salmonella Abortusovis è strettamente ospite- adattata (rarissimi casi sono stati trovati 
nei caprini e nei conigli che sembrano corrispondere a vicoli ciechi epidemiologici). 
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Dunque il suo ingresso in un gregge indenne si deve ricondurre alla introduzione di un 
soggetto infetto che spesso è un portatore asintomatico (5;8;9). 
La trasmissione indiretta attraverso veicoli, materiali ed alimenti contaminati è possibile 
ma non dimostrata. 
La trasmissione per via diretta, le cui modalità non sono comunque chiare, vede come 
principali fonti di contagio il feto abortito, la placenta e le secrezioni uterine della peco-
ra infetta, rappresentando l'unità feto placentare, il principale sito di replicazione di que-
sto germe. L'escrezione di S. Abortusovis, infatti, si ha soprattutto durante la prima set-
timana dopo l'aborto, ma prosegue fino ad un mese dopo.  
La possibilità di trasmissione è infatti massimale nel periodo dei parti. 
Il germe può essere escreto anche con le feci, evenienza rara che si verifica in caso di 
ritenzione di placenta e setticemia. L'isolamento di Salmonella Abortusovis dai polmoni 
di agnelli in greggi infetti può essere indice di una sua possibile eliminazione attraverso 
la via respiratoria (12). 
Inoltre sembra che l'agnello possa infettarsi anche tramite l'assunzione di colostro e latte 
infetto o a causa della contaminazione esterna della mammella, o durante il parto. 
Un ruolo epidemiologico di scarsa importanza è invece svolto dal montone, che pur se 
costantemente asintomatico, produce un eiaculato infetto che, al momento dell'accop-
piamento, consente la colonizzazione della vagina della femmina da parte del germe, 
senza che esso però sia in grado di raggiungere l'utero (13).  
L'infezione avviene principalmente attraverso la via orale, ma anche respiratoria e con-
giuntivale.  
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I batteri, quindi, colonizzano i linfonodi regionali o passano direttamente nel tratto ga-
strointestinale.  
Dopo una breve batteriemia, durante la quale organi come fegato, milza e polmoni ven-
gono temporaneamente colonizzati, i germi vengono eliminati dall'ospite, portando a 
completa guarigione, oppure persistono nei linfonodi o nell'intestino, portando allo stato 
di "portatore asintomatico". 
Tuttavia nelle pecore gravide, i germi raggiungono l'unità feto-placentare e qui replica-
no più o meno attivamente in base al periodo della gestazione e dello stato immunitario 
della pecora. 
L'immunosoppressione locale che interessa l'utero durante la gravidanza e che favorisce 
l'impianto embrionale, rende la placenta un sito di moltiplicazione batterica ideale con-
sentendo la colonizzazione anche da parte di una bassa carica infettante. 
Le salmonelle raggiungono il feto per via ematica e transplacentare provocando aborto, 
morte fetale o nascita di agnelli a termine.  
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Fig 4: Schema della diffusione della Salmonella Abortusovis  nelle pecore  
(Webzine Sanità Pubblica Veterinaria Numero 23 - febbraio 2004) 
 
 
Numerosi fattori stressanti possono agire su un soggetto portatore favorendo la moltipli-
cazione batterica e dunque la escrezione con le feci del germe.  
In tal senso agiscono il digiuno, infestioni parassitarie del fegato e del tratto gastro-
enterico e trattamenti antibiotici che hanno alterato la flora intestinale dell'animale.  
L'individuazione di un soggetto portatore di S. Abortusovis, non è semplice: l'isolamen-
to del germe dal cieco, retto, abomaso e linfonodi che drenano il tratto intestinale, ha 
spesso esiti negativi a differenza di quanto avviene per le altre salmonellosi, tanto da far 
dubitare alcuni autori della effettiva esistenza dei portatori stessi (15). E' dunque neces-
sario ricorrere ad indagini sierologiche. 
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La pecora può morire per setticemia legata a super-infezioni da parte di altre specie bat-
teriche. Nella fase ante-mortem la temperatura corporea subisce un decremento rag-
giungendo 35-37°C. Il chè favorisce anche la moltiplicazione di S. Abortusovis. 
Quando S. Abortusovis è introdotta per la prima volta in un gregge indenne, l'aborto as-
sume carattere epidemico; negli anni successivi l'infezione diventa endemica con aborti 
sporadici che si verificano più spesso nei soggetti giovani o appena introdotti nel greg-
ge. 
All'infezione naturale segue infatti un solido stato immunitario protettivo nel corso delle 
gestazioni successive (8). 
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 DIAGNOSI 
L'isolamento della S. Abortusovis si esegue a partire da fegato, cervello e contenuto ga-
stro-intestinale del feto; dalla placenta e dal secreto vaginale delle pecore che hanno a-
bortito. In quest'ultimo caso i tamponi vaginali vanno prelevati entro una settimana 
dall'aborto. 
Purtroppo i sistemi di identificazione convenzionali per le Enterobacteriaceae, quale 
l'API20E, non riescono ad identificare S. Abortusovis.  
Tale fattore unito alla lenta crescita ed ai lunghi tempi di utilizzo dei substrati biochimi-
ci, può ostacolare l'identificazione di S. Abortusovis e ritardare di conseguenza i possi-
bili provvedimenti da attuare sul resto del gregge per arginare l'infezione. 
Il metodo più comune di diagnosi sierologia, attualmente, è rappresentato dal Test di 
Microagglutinazione lenta (MAG), il cui antigene è costituito da una sospensione di an-
tigene somatico O, o flagellare H. Questa metodica per semplicità di esecuzione e costi 
contenuti, è attualmente la metodica elettiva. 
Infatti, la titolazione degli anticorpi negli animali, eseguita mediante MAG, benché non 
identificativa ai fini di una diagnosi individuale, può assumere un certo significato nel 
riconoscimento degli allevamenti infetti, quindi come strumento diagnostico di gruppo 
(16). 
Questo esame è utile per confermare l’eventuale diagnosi colturale e per valutare la pre-
senza o l’assenza di titoli anticorpali specifici. 
Tuttavia con questa metodica non è possibile valutare l’evoluzione temporale della ma-
lattia, non potendo discriminare tra le due categorie di anticorpi IgM ed IgG.  
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Inoltre, l'impossibilità di distinguere gli anticorpi derivanti da una infezione naturale da 
quelli dovuti ad una profilassi vaccinale (estesamente attuata, soprattutto nelle zone en-
demiche), rende difficile l'interpretazione dei risultati, soprattutto quando i titoli anti-
corpali sono di valore medio-basso. 
Allo scopo di migliorare il controllo ed arginare la diffusione della malattia , si è reso 
necessario sviluppare ulteriori tecniche diagnostiche, tra queste un saggio ELISA indi-
retto per l’identificazione di proteine della membrana esterna (OMP) del sierotipo Abor-
tusovis (17). 
Il principale vantaggio di questa tecnica, rispetto al Test di Microagglutinazione Lenta, 
è che permette di identificare e discriminare tra anticorpi IgG ed IgM, riuscendo ad in-
dividuare animali con infezione in corso e a differenziarli da animali sottoposti a profi-
lassi vaccinale sieropositivi per IgG, ma negativi per le IgM. 
Tuttavia un kit ELISA anti-OMP potrebbe non essere affidabile per un utilizzo su larga 
scala. 
Infatti poiché le proteine di membrana sono conservate in diversi sierotipi di Salmonel-
la, gli anticorpi del kit potrebbero dare reazioni crociate con altri sierotipi, per esempio 
Typhimurium, causando del falsi positivi. La risoluzione delle difficoltà metodologiche 
che si verificano nella diagnosi sierologia dell’ aborto causato dal  sierotipo Abortusovis 
risulta quindi un problema ancora aperto. 
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2. MASTITE OVINA 
La  mastite, che consiste in un processo infiammatorio a carico della mammella, 
rappresenta la patologia più frequentemente riscontrata nelle pecore lattifere (18). Seb-
bene molteplici fattori predisponenti (anatomici, igienici e tecnologici) svolgano  un 
ruolo decisivo sull’insorgenza, l’evoluzione e la diffusione di tale patologia, la coloniz-
zazione del tessuto ghiandolare da parte di microrganismi patogeni opportunisti costi-
tuisce la causa più frequente dell’instaurarsi dello stato flogistico. 
La diffusione della malattia in seno all’allevamento è favorita da fattori ambientali che 
consentono la disseminazione di microrganismi patogeni fra gli animali, prevalentemen-
te attraverso la mungitura. La mastite può manifestarsi attraverso diverse forme clini-
che, ognuna delle quali è caratterizzata da particolari sintomi. Nelle forme iperacute si 
osservano i sintomi della flogosi caratterizzati da edema, calore, arrossamento, dolore e 
alterazioni funzionali della ghiandola. Spesso il risentimento locale è accompagnato da 
sintomi generali quali temperatura elevata, inappetenza, debolezza. Nella forma acuta i 
sintomi sono molto simili, ma di minore entità. Qualora i sintomi siano lievi e non asso-
ciati a manifestazioni più generali, l’infezione viene definita subacuta, mentre lo stato 
infiammatorio non accompagnato da sintomi clinici apprezzabili, indicato come subcli-
nico, è caratterizzato solo da modificazioni qualitative e quantitative della produzione 
lattea. La mastite subclinica rappresenta la forma più subdola soprattutto dal punto di 
vista epidemiologico, proprio perché essendo asintomatica non permette di individuare 
facilmente il focolaio di infezione, favorendone quindi la diffusione all’interno del 
gregge (19). 
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La mastite subclinica è particolarmente diffusa negli allevamento ovini in diverse aree 
dei Paese del Mediterraneo, maggiori produttori di latte ovino, quali l’Italia, Spagna e 
Grecia, ove colpisce il 25-35% dei capi in produzione (20-21). 
La diffusione della mastite subclinica all’interno del  gregge determina gravi perdite e-
conomiche. Esse sono riconducibili innanzitutto ad una ridotta produzione di latte, 
quantificabile in un calo medio della produzione del 15%, ad una alterazione delle sue 
caratteristiche organolettiche, ma anche alle notevoli spese destinate al controllo e alla 
cura dell’infezione mammaria (22-23). 
I piani di intervento finalizzati al controllo della mastite ovina prevedono sia misure di 
carattere generale, quali la corretta gestione sanitaria, zootecnica ed alimentare in seno 
agli allevamenti, che misure di intervento più specifiche direttamente rivolte alla pre-
venzione e contenimento dell’infezione tra i capi ovini. 
Queste ultime riguardano principalmente: l’individuazione dei soggetti con patologie 
mammarie in atto, l’eventuale eliminazione dei portatori cronici e l’applicazione di una 
terapia antibiotica. 
 In Sardegna la mastite subclinica è particolarmente diffusa negli allevamenti ovini e, 
tra le diverse forme con cui può manifestarsi la malattia, risulta la più dannosa, soprat-
tutto da un punto di vista epidemiologico poichè essendo asintomatica favorisce la dif-
fusione dell’infezione all’interno del gregge (24). 
Tuttavia, sono molto scarsi i dati disponibili relativi alle specie batteriche più frequen-
temente implicate nell’eziologia delle mastiti subcliniche. Questi dati sono indispensa-
bili per programmare i più corretti interventi sanitari negli allevamenti. 
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2.1  PATOGENESI 
Nella mastite il processo infettivo inizia generalmente con la penetrazione e la risalita di 
batteri lungo il canale del capezzolo. Infatti, sebbene siano descritte infezioni della 
mammella originatesi per via ematogena e per via per cutanea, la via galattogena o a-
scendente è la responsabile della maggior parte dei casi. Il processo infettivo trova la 
sua origine nella penetrazione, attraverso l’orifizio del capezzolo, e nella moltiplicazio-
ne e risalita dei batteri lungo il dotto papillare. Il dotto papillare immette in una cavità 
che occupa tutto il capezzolo ed è detta cisterna capezzolare, la quale a sua volta comu-
nica con la cisterna ghiandolare situata alla base del capezzolo. Nella cisterna ghiando-
lare sboccano i dotti galattofori, che penetrano in profondità nel tessuto mammario ra-
mificandosi ulteriormente per dare origine a dotti più piccoli terminanti in evaginazioni 
che costituiscono gli alveoli mammari, a livello dei quali viene secreto il latte. 
L’invasione del tessuto ghiandolare da parte dei batteri avviene principalmente durante 
la mungitura meccanica dell’animale. I microrganismi presenti nel latte o in prossimità 
dell’orifizio del capezzolo possono essere proiettati all’interno del dotto papillare e della 
cisterna capezzolare, quando il livello del vuoto e/o di pulsazioni nel corso della mungi-
tura non sono ben regolati, oppure nella fase finale della mungitura, qualora i gruppi 
prendicapezzoli vengano staccati senza interrompere il vuoto (12). 
Tali procedure possono provocar traumi e lesioni del capezzolo. Inoltre le continue sol-
lecitazioni possono portare ad un progressivo affaticamento delle fibre circolari dello 
sfintere capezzolare, che rimane pervio costituendo una facile via d’ingresso per i mi-
crorganismi  di origine ambientale o residenti sulla cute della mammella. Infine, il man-
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cato svuotamento completo della mammella favorisce il ristagno del latte di sgocciola-
tura , che diviene un ottimo terreno di coltura per eventuali batteri patogeni. Una volta 
all’interno della mammella, i batteri si moltiplicano nei dotti galattofori, richiamando in 
sede i granulociti neutrofili, coinvolti in prima linea nella difesa della mammella dalle 
infezioni batteriche. 
I microrganismi che riescono a sfuggire al controllo dei neutrofili, continuano a molti-
plicarsi andando ad invadere i dotti più piccoli costituiti dagli alveoli mammari. Le cel-
lule secretici che tappezzano gli alveoli rispondono all’infezione con la liberazione di 
sostanze che aumentano la permeabilità dei vasi sanguigni che irrorano la ghiandola 
mammaria, richiamando in sede altri neutrofili. Alla progressione della lesione si ac-
compagna una riduzione della secrezione del latte che ristagna nei dotti formando un 
coagula che di fatto circoscrive l’infezione. Qualora i meccanismi di difesa dell’organo 
abbiano la meglio sugli agenti infettivi, i dotti ingorgati dal coagulo vengono liberati e 
la composizione del latte ridiviene normale nel giro di pochi giorni. In caso di persisten-
za dell’infezione, gli alveoli vanno incontro ad atrofizzazione e le strutture danneggiate 
vengono sostituite con tessuto connettivale cicatriziale. La progressione dell’infezione 
si manifesta in una costante e forte riduzione della secrezione lattea accompagnata da 
alterazioni quali aspetto sieroso, presenza di fiocchi e coaguli evidenziabili ad occhio 
nudo (13). 
Nella forma subclinica, il persistere nel tempo dell’infiammazione a livello della mam-
mella determina una graduale sostituzione del parenchima secretorio con tessuto di rea-
zione. La secrezione lattea presenta modificazioni qualitative e quantitative, con elevato 
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contenuto di cellule somatiche ed in particolare di leucociti neutrofili, coinvolti in prima 
linea nella difesa della ghiandola mammaria. 
 
 
Fig 5 Mammella affetta da mastite subclinica (A) e (B) mastite clinica acuta  
 
2.2.  EZIOLOGIA DELLE MASTITI 
La mastite tipicamente si sviluppa come conseguenza di un’ infezione batterica della 
mammella. Sia nel caso delle forme cliniche che di quelle subcliniche i batteri più fre-
quentemente implicati nell’eziologia della mastite sono Gram positivi. Nelle mastiti cli-
niche si osserva una netta preponderanza di S.aureus, con frequenze di isolamento com-
prese tra il 16.7 ed il 57.5% (14-17). Gli stafilococchi coagulasi negativi (SCN)  rappre-
sentano dal 10.3 al 52.6% degli isolati in casi di mastite cliniche, mentre l’isolamento di 
streptococchi, Pasteurellaceae ed E.coli è meno frequente (18). 
La pratica della mungitura meccanica e la stabulazione più o meno intensiva hanno in-
fluito sull’epidemiologia e sull’eziologia delle mastiti ovine. In generale si è assistito ad 
A B 
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una diminuzione di Staphylococcus aureus e ad un aumento di patogeni ambientali ed 
opportunisti come gli stafilococchi coagulasi negativi (SCN), streptococchi ed entero-
cocchi. Gli stafilococchi coagulasi negativi sono i principali agenti eziologici delle infe-
zioni intramammarie a decorso subclinico. Questi batteri sono isolati con una frequenza 
che varia dal 25 al 93% dei capi in funzione di diversi fattori tra i quali la localizzazione 
geografica, le tecniche di allevamento e di mungitura.(19-23) 
Di frequente isolamento inoltre, sono lo Staphylococcus aureus, diverse specie di Strep-
tococchi, Enterococcus , nonché Enterobatteriaceae e altri Gram negativi(2). Tra gli 
SCN, S. epidermidis è la specie più frequentemente isolata da pecore appartenti alla raz-
za Sarda, Latxa, Manech, Basco-Bèarnaise e Lacune (24) 
Tra le altre specie di Stafilococchi Coagulasi Negativi, frequente è l’isolamento di 
S.hyicus, S. xylosus, S.simulans, S. chromogenes (6). 
I dati più recenti relativi all’eziologia delle mastiti subcliniche in Sardegna, condotti in 
alcuni allevamenti isolani, sono in linea con quelli relativi ad altre regioni del Mediter-
raneo, ed indicano gli stafilococchi coagulasi negativi quali i batteri prevalenti, con per-
centuali di isolamento comprese tra  l’86 ed il 92% (10;25). Le altre specie isolate sono 
rappresentate principalemte da S.aureus, Enterobatteriaceae; ed altri Gram-negativi e 
Micrococcus spp. Anche in questo caso esistono comunque differenze legate alle diver-
se aree geografiche, alle tecniche di conduzione e dei livelli produttivi degli allevamenti 
presi in esame. 
Da un’indagine effettuata presso l’IZS di Sassari nel 2004, su circa 10000 campioni di 
latte di pecora sottoposti ad esame microbiologico, risultava che gli Stafilococchi Coa-
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gulasi Negativi, riscontrati con oltre il 70% di positività, rappresentavano i più comuni 
patogeni;  gli Streptococchi venivano identificati in una percentuale pari all’8%, mentre 
lo Staphylococcus aureus si riscontrava solo sul 5% dei campioni analizzati (24).Tra gli 
Streptococchi più frequentemente isolati i più frequenti sono lo Streptococcus uberis, 
l’Enterococcus fecalis, lo Streptococcus agalactiae e lo Streptococcus dysgalactiae. Po-
chissime segnalazioni riguardano l’isolamento di Streptococcus zooepidermicus preva-
lentemente ottenute da latte di capra.  
 
 
Fig.6: Principali agenti eziologici di mastite batterica in Sardegna. 
 
2.3. TRASMISSIONE DEGLI AGENTI EZIOLOGICI DI MASTITE 
La persistenza dei batteri a livello della mammella, e quindi la faciltà con cui l’infezione 
può diffondersi in seno all’allevamento è favorita da una mancata o tardiva attuazione di 
piani d’intervento quali l’individuazione precoce del focolaio di infezione , la riforma 
degli animali con infezioni croniche e il trattamento farmacologico degli animali colpiti. 
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Il principale meccanismo di disseminazione dei batteri è rappresentato dalla mungitura 
meccanica. I microrganismi possono essere veicolati attraverso l’impianto di mungitura 
soprattutto in caso di mancata disinfezione pre e post mungitura. I principali serbatoi di 
infezione sono rappresentati dalle pecore con infezioni intramammarie croniche o su-
bcliniche, o con infezioni cutanee del capezzolo. 
Molti batteri Gram positivi, inoltre, fanno parte della flora normale della cute 
dell’operatore e della mammella dell’animale, e possono quindi costituire una fonte di 
infezione. 
Importanti reservoires secondari sono rappresentati da siti colonizzati solo transitoria-
mente dai microrganismi, quali le guaine della mungitrice meccanica, anche se corret-
tamente lavate e disinfettate (26-27). 
Fra i microrganismi potenzialmente patogeni di origine ambientale (lettiera , acqua, fo-
raggio, aria) figurano Enterobatteri, Enterococchi (principalmente di origine fecali), 
Streptococchi, Aspergillus fumigatus (20), Pseudomonas aeruginosa. 
 
 
2.4. EPIDEMIOLOGIA DELLE MASTITI 
Le infezioni mammarie dei piccoli ruminanti si distinguono da quelle che colpiscono i 
bovini per una minor incidenza media di casi clinici rispetto a quelli subclinici, e per le 
specie batteriche coinvolte. 
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Negli ovini le mastiti cliniche, dovute principalmente ad infezioni intramammarie da 
Staphylococcus aureus, interessano annualmente in Europa meno del 5% dei capi in 
produzione, mentre le mastiti subcliniche, sostenute da stafilococchi coagulasi negativi, 
colpiscono tra il 10 e il 50% degli animali da allevamento(20). 
Oggi la maggior parte delle infezioni mammarie è da attribuirsi principalmente ai mi-
crorganismi cosiddetti ambientali ed opportunisti piuttosto che alle classiche infezioni 
come quelle sostenute da Staphylococcus aureus  che si sono via via ridotte grazie 
all’adozione di appropriati protocolli terapeutici e di profilassi immunizzante.  
I microrganismi ambientali sono rappresentati da specie e generi batterici che si riscon-
trano comunemente nell’ambiente mentre gli opportunisti sono batteri normalmente 
presenti sulla cute degli animali e dell’uomo, entrambi, possono esplicare la loro attività 
patogena solo a seguito dell’azione di differenti fattori predisponesti. Esempio tipico è 
l’utilizzo della mungitura meccanica che, se da una parte ha consentito di facilitare il la-
voro e di migliorare l’igiene della mungitura, ha parallelamente determinato condizioni 
che favoriscono la diffusione di particolari infezioni mammarie cliniche e subcliniche. 
Le perdite dirette ed indirette causate da alcuni di questo germi come gli stafilococchi 
coagulasi negativi (SCN), gli streptococchi e i micoplasmi sono in continua crescita. Le 
forme subcliniche caratterizzano queste infezioni rendendone difficile una pronta identi-
ficazione  e ne favoriscono la diffusione (24-25).  
Al laboratorio di batteriologia dell’Istituto Zooprofilattico di Sassari è rilievo comune 
l’isolamento e l’identificazione di diverse specie di Streptococchi fra cui, i più frequen-
ti, lo Streptococcus uberis e l’Enterococcus faecalis . l’isolamento dei due germi rap-
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presenterebbe circa l’80% delle diagnosi da Streptococchi e sarebbe fra loro equamente 
ripartito. Altre specie reperite con minore frequenza sono lo Streptococcus dysgalactiae 
e lo Streptococcus agalactiae. Pochissime segnalazioni riguardano l’isolamento di 
Streptococcus zooepidermicus, prevalentemente ottenute da latte di capra (24).  
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2.5. DIAGNOSI DELLE MASTITI 
A differenza della mastite clinica, caratterizzata da sintomi generali (febbre, perdita di 
peso, inappetenza), locali (asimmetria delle emimammelle, edema, ascessi) e funzionali 
(modificazioni quantitative e qualitative della secrezione lattea) facilmente evidenziabi-
li, la diagnosi di mastite subclinica nell’ovino, tipicamente priva di una sintomatologia 
manifesta e di alterazioni del latte microscopicamente apprezzabili, necessita dell’esame 
batteriologico e della valutazione del contenuto delle cellule somatiche nel latte (22). 
Le mastiti subcliniche sono caratterizzate dall’assenza di evidenti alterazioni della 
mammella o del latte e pertanto le prove diagnostiche, atte ad evidenziare uno stato in-
fiammatorio di origine infettiva a carico della ghiandola mammaria, sono basate 
sull’esame colturale del latte e sulla determinazione del contenuto in cellule somatiche 
(CCS) nel latte.  
Benché siano presenti nel latte anche in condizioni fisiologiche, i granulociti neutrofili 
subiscono un notevole incremento in corso di infezione, andando a costituire il 60-80% 
delle cellule somatiche del latte, in virtù del loro coinvolgimento come fagociti nei 
meccanismi di difesa. Attraverso la determinazione del CCS è dunque possibile eviden-
ziare un processo infiammatorio a carico della mammella, sebbene esistano fattori di na-
tura non infettiva, quali lo stadio di lattazione in grado di influenzare questo parametro 
(24). Più in generale, la determinazione del CCS del latte costituisce un parametro utile 
per valutare lo stato sanitario della mammella al fine di garantire la qualità igienico sa-
nitaria del latte e dei suoi derivati, la rendita dell’allevamento ed il benessere 
dell’animale. 
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Il latte proveniente da pecore sane normalmente mostra dei valori di cellule somatiche 
inferiore a 400.000 cellule/ml durante tutto il periodo di lattazione, mentre nel caso di 
mastiti subcliniche i valori superano di norma il milione di cellule per millilitro. 
I metodi di indagine più usati per la determinazione del CCS in allevamento sono: 
• conta elettronica(metodo automatizzato fluoro-opto-elettronico) 
• conta al microscopio 
• California Mastitis Test (CMT) 
In particolare, il  California Mastitis Test è un test di campo di semplice e rapida esecu-
zione. Impiegato gia da decenni nei bovini, trova oggi vasta applicazione anche in cam-
po ovino. Il CMT permette di stimare il contenuto di cellule somatiche del latte preleva-
to da ciascuna emimammella attraverso la valutazione di eventuali modificazioni del 
latte (presenza di fiocchi, coaguli, alterazioni della viscosità del latte) evidenziabili ad 
occhio nudo in seguito all’aggiunta di un reagente. In questo modo è possibile discrimi-
nare le emimammelle infette da quelle sane ed individuare i capi destinati al trattamento 
terapeutico. 
L’esame microbiologico del latte fornisce importanti informazioni sulla eziologia delle 
infezioni mammarie e costituisce un importante strumento di valutazione delle strategie 
di intervento più idonee finalizzate al contenimento dell’infezione in seno 
all’allevamento. Tuttavia l’analisi batteriologica del latte e l’eventuale antibiogramma 
per valutare la sensibilità agli antibiotici, risulterebbero troppo onerosi se eseguiti su 
ogni singolo capo presente nell’allevamento, e pertanto vengono solitamente effettuati 
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sul secreto prelevato da un campione rappresentativo di pecore risultate positive al 
CMT. 
Quanto più è rapida e specifica la diagnosi tanto più aumentano le possibilità di control-
lo dell’infezione. Le procedure “standard” di identificazione dei batteri , o metodi clas-
sici, richiedono l’isolamento di colture pure seguito da test che analizzano alcune carat-
teristiche fenotipiche, quali i caratteri biochimici e morfologici. Queste metodologie si 
sono rivelate efficaci per l’identificazione di alcuni batteri ma resta il fatto che questi kit 
sono progettati per identificare un numero relativamente ristretto di microrganismi e in 
genere non possiedono tutti quei requisiti che un buon protocollo per la identificazione 
e/o la tipizzazione di un isolato batterico dovrebbe avere: specificità, sensibilità, ripro-
ducibilità, rapidità, semplicità e basso costo. 
L’identificazione di nuovi biomarker e il loro impiego per la diagnosi precoce di mastiti 
sub-cliniche potrebbe migliorare in maniera quali-quantitativa le produzioni lattiero-
casearie. A tutt’oggi, sono ancora presenti importanti difficoltà metodologiche nel corso 
della gestione del “problema mastite”; i dati epidemiologici disponibili sono infatti in-
sufficienti e gli strumenti diagnostici correntemente utilizzati non sono adeguati per la 
diagnosi precoce.  
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3. SCOPO DELLA TESI 
Il controllo di patologie infettive come l’aborto da salmonellosi e le mastiti subcliniche 
legate a streptococchi, sono attualmente tra le criticità primarie nell’economia di settore 
e non hanno ancora trovato soluzione anche a causa delle metodiche diagnostiche at-
tualmente in uso, inadeguate per specificità e sensibilità. 
In questo quadro si inserisce il lavoro della tesi che si è proposto di: 
 
1.  identificare e caratterizzare antigeni batterici attivamente espressi nel corso 
dell’infezione come possibili targets diagnostici nelle salmonellosi veterinarie e 
nelle mastiti subcliniche ovine, allo scopo di porre le basi per realizzare nuovi 
sistemi diagnostici su base immunoenzimatica (ELISA)  
 
2. individuare marcatori biomolecolari di tipo genetico per la definizione a livello 
di specie degli streptococchi responsabili di mastiti ovine in Sardegna e, conse-
guentemente, per l’allestimento di una Multiplex PCR diagnostica e rivolta 
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MATERIALI E METODI 
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4. MATERIALI E METODI 
 
4.1. ESTRAZIONE DELLE PROTEINE DI SALMONELLA ABORTUSOVIS:  
I batteri sono stati fatti crescere o/n in terreno LB (Luria Bertani). 
1ml di coltura batterica è stata centrifugata per 5 minuti a 12000 rpm in microcentrifu-
ga. Il surnatante è stato eliminato per decantazione. 
I batteri sono stati risospesi in 150 µl di acqua sterile e 150 µl di Laemmli lysis buffer al 
2%. La sospensione è stata sottoposta a bollitura per 10minuti, centrifugata a per 30 se-
condi e caricata su gel di poliacrilammide.  
 
4.2. ESTRAZIONE DELLE PROTEINE DI STREPTOCOCCUS UBERIS 
La coltura batterica e’ stata centrifugata e il pellet e’ stato lavato 2 volte in PBS.  
Dopo l’ultimo lavaggio i batteri sono stati risospesi in 8M Urea, 4% CHAPS, 1mm 
EDTA e sonicati in ghiaccio con 20 impulsi da 30 sec intervallati da 30 secondi di pau-
sa (Sonicatore Bandelin Sononpuls 2070, puntale MS 73, 70% di potenza). Il sonicato 
e’ stato poi centrifugato e il sopranatante e’ stato sottoposto ad una doppia precipitazio-
ne in Acetone. Le proteine sono state dosate con il kit Bio-Rad DC Protein Assay.  
250 ug di proteine sono state risospese in 125 ul del Buffer di Reidratazione (8M Urea, 
2% CHAPS, 1% DTT, 2% IPG buffer pH 3-10 e 0.002% Blu di Bromofenolo) e utiliz-
zate per reidratare overnight una strip da 7 cm (Bio-Rad ReadyStrip IPG Strip pH 3-10)  
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4.3. ELETTROFORESI MONODIMENSIONALE SU GEL DI POLIACRILAMMIDE 
Questa tecnica viene utilizzata per separare le singole componenti di una miscela di pro-
teine in base al peso molecolare. La separazione può essere effettuata in condizioni de-
naturanti in presenza di un detergente anionico come il sodio dodecil solfato (SDS) che, 
legandosi alle proteine da separare, ne altera la struttura e conferisce loro una carica net-
ta negativa proporzionale alla loro massa. L’entità della migrazione delle catene poli-
peptidiche dipende dal loro peso molecolare. 
La separazione delle proteine è avvenuta in base al loro peso molecolare sotto 
l’influenza di un campo elettrico applicato con un voltaggio costante di 200V per circa 
un ora in un apparato Elettroforetico Invitrogen utilizzando il buffer  NuPage MES SDS 
Running, Invitrogen. 
L’ antigene è stato separato mediante elettroforesi su gel di poliacrilammide utilizzando 
un pettine a pozzetto unico. Le proteine sono state successivamente trasferite su mem-
brana di nitrocellulosa. Il trasferimento delle bande proteiche corrispondenti al marker 
di peso molecolare conferma l’avvenuto trasferimento. La membrana è stata successi-
vamente bloccata con latte magro in polvere per saturare i siti ancora attivi.  Utilizzando 
un bisturi affilato la membrana è stata tagliata in strisce di circa 3-4 mm servendosi di 
un righello. Ogni striscia è stata incubata con un siero differente. 
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4.4. ELETTROFORESI BIDIMENSIONALE 
L’Elettroforesi Bidimensionale è una tecnica di separazione su gel di acrilammide che 
consente di risolvere centinaia di proteine per volta, è tra le metodiche più frequente-
mente adottate per semplicità di esecuzione, costo ridotto ed informazioni ottenibili. 
Questa tecnica sfrutta la duplice separazione di miscele complesse di proteine: nella 
prima dimensione la migrazione delle proteine avviene in funzione del loro punto isoe-
lettrico, e successivamente nella seconda dimensione in base al peso molecolare. 
Tramite isoelettrofocalizzazione i composti anfoteri, come aminoacidi e peptidi, ven-
gono separati in un campo elettrico lungo il quale viene stabilito un gradiente di poten-
ziale e di pH stabili. 
Gli estremi di pH vengono scelti sulla base dei punti isoelettrici dei componenti da se-
parare.  
Le proteine possono successivamente essere visualizzate con diversi protocolli di colo-
razione (blu Coomassie, colorazione argentica, fluorocromi o composti radiomarcati)  
Il risultato è una mappa di macchie o spot che possono essere ulteriormente separati, 
identificati e caratterizzati dopo il loro trasferimento su supporto solido per essere i-
dentificate mediante anticorpi specifici (Western Blotting), o per essere ulteriormente 
caratterizzate in seguito a digestione con enzimi proteolitici (es. spettrometria di massa 
MALDI-TOF). 
Le colture batteriche sono state lavate 3 volte in PBS 1x e centrifugate a 12.000 rpm 
per 5 minuti.  
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Al pellet di batteri sono stati aggiunti 400 µl di Tampone di lisi (0.1M Tris, 1%SDS) 
precedentemente incubato a 100°C. La sospensione è stata poi incubata a 100°C per 10 
minuti. 
Le proteine presenti nel lisato sono state quantizzate con il kit “DC Protein Assay” della 
Bio-rad prima di essere fatte precipitare con l’aggiunta di due volumi di acetone e la 
successiva incubazione a –20°C di due ore. 
Il pellet ottenuto centrifugando a 10.000 x g per 20 minuti a 4°C, è stato rispeso nel 
tampone di Estrazione (7M UREA, 2M Tiourea, 4%CHAPS, 1mM PMSF, 1mMEDTA, 
10U/ml di DNasiI, 10U/ml di RnasiA) e incubate per un ora a temperatura ambiente. 
L’estratto è stato congelato a –20°C. 
Il giorno dopo 300 µg di proteine sono state diluite in 125 µl di Tampone di Reidrata-
zione (8M Urea, 4% CHAPS, 1% DTE, 1%Anpholine) e utilizzate per reidratare o/n 
ciascuna delle due strip da 7 cm, range di pH 4-9. 
L’isofocalizzazione è stata realizzata in modalità gradiente con un Multiphor II (GE-













Step and Hold 1h:05’   3500V   2mA   5W 
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Tabella 2: Programma di isoelettrofocalizzazione utilizzato 
 
Al termine della isofocalizzazione le strip sono state trattate per 13 minuti in una Solu-
zione Riducente (6M Urea, 30% Glicerolo, 50mM TRIS-HCl pH 8.8, 2% SDS, 1% 
DTE) e per 13 minuti in una Soluzione Alchilante (6M Urea, 30% Glicerolo, 50mM 
TRIS-HCl pH 8.8, 2% SDS, 2.5% Iodoacetamide). 
Al termine dell’alchilazione le strip sono state lavate in Tampone di Corsa (0.025 mM 
TRIS Base, 0.192 M Glicina, 0.1M SDS) e montate su un gel di Acrilamide al 10% per 
la seconda dimensione. Lateralmente alle strip sono stati inseriti 2 pezzi di carta 3MM 
(3mm x 3mm) imbibiti con 7 µl di Marker (BenchMark Prestained Protein Ladder- In-
vitrogen). La strip è stata bloccata sul gel con una Soluzione Sigillante (Low Melting 
Point Agarose 0.5%, 0.002% Blu di Bromofenolo in Tampone di Corsa). 
La corsa è stata eseguita su un apparato Elettroforetico  Bio-Rad Mini Protean 3. 
L’alimentazione, inizialmente impostata a voltaggio costante per 15 minuti a 50 V, è 
stata successivamente portata a 150V per 1 ora. 
Il gel destinato ad essere colorato con il Coomassie Colloidale G”20 è stato fissato se-
condo la sequenza: 
 
- 3 lavaggi da 30 minuti nella Soluzione di Fissazione ( 30% Etanolo, 2% Acido 
      Fosforico 85%, in H2O mQ) 
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- 3 lavaggi da 30 minuti nella Soluzione di Lavaggio ( 2% Acido Fosforico 85%,   
      in H2O mQ) 
- 1 lavaggio da 30 minuti nella Soluzione di Equilibrazione ( 15% Solfato di  
      Ammonio, 18% Etanolo, 2% Acido Fosforico 85%, in H2O mQ). 
-  immersione per 36 ore nella Soluzione di Colorazione (15% Solfato di 
     Ammonio, 18% Etanolo, 2% Acido Fosforico 85%, 0.004% Coomassie 
      Brillant Blu in H2O mQ). 
Al termine della colorazione l’eccesso di colorante è stato eliminato con dei lavaggi in 
acqua deionizzata. 
Il gel è stato successivamente immerso per 5 minuti nella Soluzione di Essiccamento   ( 
10% Etanolo, 4%Glicerolo, in H2O mQ), quindi essiccato per 24 ore a temperatura am-
biente tra due fogli di Cellophane (DryEasy- Invitrogen). 
 
4.5 IMMUNOBLOTTING 
I gel destinati al blotting sono stati utilizzati per preparare il sandwich, che successiva-
mente è stato collocato nella camera di trasferimento (Bio-Rad) colma di Blotting buffer 
(composto da Tris e Glicina) 
Il trasferimento delle proteine è avvenuto a 50 V per circa 1 ora. 
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Il filtro così ottenuto è stato messo ad incubare o/n a 4° in una soluzione di bloccaggio 
contenente latte  in polvere al 5% e PBS 1x.  
Il filtro è stato lasciato per 1 ora a temperatura ambiente, poi si è proceduto  
all’incubazione con l’anticorpo primario ( il siero dell’animale) in una soluzione di PBS 
1x e latte in polvere al 5% per 1 ora. Successivamente il filtro viene lavato per tre volte 
in PBS 1x -TWEEN 0,1%  in agitazione per 10 min. 
Il filtro è stato messo ad incubare con l’anticorpo secondario (anticorpo policlonale di-
retto contro IgG di ovino e coniugato con perossidasi) in una soluzione di latte in polve-
re al 5% e PBS 1x.  
Dopo l’incubazione sono stati fatti altri tre lavaggi da 10 min con PBS 1x -TWEEN 
0,1%  in agitazione. 
Lo sviluppo è avvenuto  mediante chemioluminescenza, distribuendo sulla membrana i 
reagenti del kit PIERCE e mettendo il filtro all’interno del VersaDoc (Biorad) dove si  è 
sviluppata la reazione di chemioluminescenza. 
 
4.6. MALDI-TOF 
Il sequenziamento e l’identificazione delle proteine riconosciute dalle IgG sieriche è sta-
ta possibile mediante l’uso della Spettrometria di Massa MALDI-TOF. 
L’acrilamide contenente lo spot è stata escissa dal gel manualmente, è stata decolorata 
attraverso successivi passaggi in  NH4HCO3 5mM/Acetonitrile (50/50), lavata per 5 mi-
nuti in 150µl di H2O mQ sterile, centrifugata per eliminare il sopranatante e risospesa in 
 Francesca Campesi - Marcatori molecolari di patologie infettive di interesse medico-veterinario – Tesi di Dottorato in Biochimica, 
Biologia e Biotecnologie Molecolari - Università di Sassari 
38 
100µl di acetonitrile per 15 minuti. Al termine l’acetonitrile è stato allontanato e il resi-
duo è stato fatto evaporare all’aria per 5 minuti. 
Successivamente , il preparato è stato sottoposto ad una fase di riduzione in 100 µl di 
10mM DTT in 100mM NH4HCO3, a 56°C per 30 minuti, un lavaggio in 100 µl di Ace-
tonitrile, una fase di alchilazione con 100 µl di 55 mM iodoacetamide in 100µl 
NH4HCO3 per 15 minuti seguito da un lavaggio in 150 µl NH4HCO3  e una disidratazio-
ne in acetonitrile. 
Il gel è stato poi reidratato in 20 µl di Tampone di digestione (contenente Tripsina in 
NH4HCO3  5mM) a 4°C per 30-45 minuti. Il tampone in eccesso è stato quindi elimina-
to, sono stati aggiunti 10µl  di Tampone di digestione senza Tripsina incubando O/N a 
37°C. 
Il giorno successivo ad 1µl di campione digerito è stato aggiunto 1µl di matrice 
(10mg/ml di Acido α-ciano-4 idrossi-cinnamico in 40% Acetonitrile, 0.1& Acido Tri-
fluoroacetico) e il tutto è stato caricato nello Spettrometro di Massa. 
4.7. CLONAGGIO ED ESPRESSIONE  
Le sequenze delle proteine ottenute dall’analisi in MALDI sono state analizzate utiliz-
zando la banca dati ed i software resi disponibili al sito http://www.ncbi.nlm.nih.gov e 
successivamente  allineate per identificare specifici domains utilizzabili come biomar-
kers specifici del sierotipo Abortusovis. 
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E’ stata eseguita una PCR utilizzando una coppia di primers (13/07) e (14/07) che han-
no omologia con le sequenze fiancheggianti il frammento genico da clonare e delle code 
recanti il sito di restrizione riconosciuto dagli enzimi  BamHI e  KpnI . 
 
 
Tabella 3: Primer utilizzati per amplificare la sequenza ipervariabile del gene fljB di 
Salmonella enterica Abortusovis e per il suo cloning in pQE30 
 
 
L’amplicone è stato purificato mediante l’utilizzo di colonnine QIAQUICK PCR Purifi-
cation KIT (Qiagen) e digerito con i due enzimi di restrizione KpnI e BamHI. 
Il vettore di espressione utilizzato per il clonaggio, pQE30 (Qiagen) , grande 3400 bp , 
contenente il gene che conferisce la resistenza all’ampicillina, è stato estratto da un cep-
po di Escherichia coli DH5α con un kit di purificazione (Plasmid Midi Kit, Qiagen) e 
digerito con i due enzimi di restrizione, KpnI e BamHI.  
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Fig.7: Vettore pQE30 circolarizzato 
 
Fig.8:  Vettore pQE30 linearizzato 
 
 
È stata quindi effettuata la ligation dell’inserto e del vettore  di espressione pQE30 a 
15°C O/N. Successivamente la mix di ligation è stata usata per trasformare tramite elet-
troporazione un ceppo di E. coli  pREP4 precedentemente reso competente. I batteri so-
no stati recuperati mediante risospensione in SOC , messi ad incubare a 37°C per un’ora 
in agitazione, seminati in terreni con ampicillina 50 µg/ml e kanamicina 50 µg/ml e in-
cubati a 37°C o.n. I ricombinanti sono stati analizzati mediante digestione enzimatica 
del plasmide estratto con una mini-prep seguendo il metodo classico alcalino , allo sco-
po di confermare la correttezza del costrutto.  
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Il plasmide pREP4 contiene il gene lacIq con il promotore mutato e produce il represso-
re Lac in quantità dieci volte superiori al gene selvatico. Di conseguenza, le cellule che 
contengono tale gene producono quantità sufficienti di repressore lac per bloccare effi-
cientemente il doppio operatore lac, presente sul vettore pQE30. In questo vettore 
l’espressione del gene ricombinante è regolata dal promotore del fago T5, riconosciuto 
dal RNA Polimerasi di E. Coli, la cui espressione può essere indotta mediante aggiunta 
di Isopropyl β-D-Thiogalacto-Pyranoside (IPTG).  
Alcune colonie ricombinanti contenti il costrutto pQE30 con la flagellina, sono state fat-
te crescere in LB contenente ampicillina 50 µg/ml e kanamicina 50 µg/ml , in agitazione 
a 30°C  fino ad una O.D. di 0.6. Successivamente è stata indotta l’espressione della pro-
teina aggiungendo alla sospensione batterica  IPTG alla concentrazione finale di 1mM   
e prelevato aliquote da 1 ml  ogni ora per 4h. La brodocoltura è stata centrifugata e il 
pellet  è stato risospeso in Laemmli 1X e  bollito per l’analisi del profilo elettroforetico 
mediante SDS-PAGE. Il gel di poliacrilammide è stato colorato con blu di Coomassie e 
decolorato per visualizzare l’espressione delle proteine. 
Le proteine espresse in pQE30 in fusione con una coda di poli-istidina sono state purifi-
cate mediante sistema di purificazione Ni-NTA (QIAGEN). Dopo eluizione sono state 
quantificate  mediante  BC Kit Protein Assay(Biorad), visualizzate tramite SDS PAGE e 
colorate  con Blue di Coomassie. Successivamente  sono state fatte adsorbire in multi-
wells per ELISA (Maxisorp NUNC).  
 
 
4.8. PCR PER STREPTOCOCCHI 
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4.8.1 Ceppi di riferimento 
I ceppi di riferimento utilizzati come controlli positivi, Streptococcus uberis ATCC 
700407; Enterococcus faecalis ATCC 29212; Enterococcus faecaium SSM 3885; Strep-
tococcus suis SSM 1223; Streptococcus bovis SSM 1462, sono stati fatti crescere su Lu-
ria Bertani-agar (Invitrogen Life Technologies). Le piastre sono state incubate in termo-
stato a 37°C per 24 ore.  
 
4.8.2 Ceppi di campo 
308 ceppi, isolati da latte di pecore mastitiche identificati all’esame colturale come 
streptococchi o enterococchi sono stati fatti crescere su Luria Bertani-agar (Invitrogen 
Life Technologies). Le piastre sono state incubate in termostato a 37°C per 24 ore.  
 
4.8.3 Estrazione del DNA 
Da ciascun ceppo è stato estratto il DNA attraverso la metodica boiling-prep. A tale 
scopo 7 colonie di ciascun ceppo sono state stemperate in 100µl di H2O milliQ sterile ed 
incubate a 100°C per 10 minuti. Dopo centrifugazione in una microcentrifuga a 12000 
rpm per 5 minuti a temperatura ambiente, il surnatante, contenente il DNA è stato tra-
sferito in un tubino sterile ed utilizzato per le reazioni di PCR. 
 
4.8.4 Nested-PCR  
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1°step: Amplificazione del 23S dell’rDNA 
Nella prima fase della Nested-PCR si sono utilizzati primers universali, disegnati a par-
tire dalle sequenze delle regioni variabili del DNA ribosomiale (rDNA) 23S 
dell’operone dell’RNA ribosomiale, capaci di amplificare l’intero 23S dell’rDNA di tut-
ti gli Streptococchi. Da questa reazione si ottiene un amplicone di 1700bp. 
Il DNA batterico è stato amplificato in un volume finale di 25µl , contenente 10mM 
Tris HCl pH 8.8, 1.5mM MgCl2, 50mM KCl, 0.1% triton X-100, 200µM di ciascun de-
sossiribonucleotide, 0.5 unità di DyNazyme DNA Polymerase (FINNZYMES) e 
0.075µM di ciascun primer (nadFmod e nadR). La reazione è stata effettuata utilizzando 
5µl di DNA. 
La miscela di reazione è stata sottoposta al seguente ciclo termico di amplificazione ge-
nica: 5’ a 94°C, seguiti da 30 cicli di 1’ a 94°C, 1’ a 57°C, 2’ a 72°C, ed una estention 
finale di 10  a 72°C. 
 
2°step: Multiplex-PCR 
Il prodotto di amplificazione del primo step è stato poi utilizzato come templato per la fase suc-
cessiva: la Multiplex PCR.  
Nella prima si sono utilizzati i primers specifici per le specie isolate più frequentemente 
quali Streptococcus uberis, Enterococcus faecalis ed Enterococcus faecium per la se-
conda invece si è fatto ricorso ai primers specifici per Streptococcus bovis e Streptococ-
cus suis, specie isolate con minor frequenza. 
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La miscela di reazione del volume finale di 25 µl, conteneva 10mM Tris HCl pH 8.8, 
1.5mM MgCl2, 50mM KCl, 0.1% triton X-100, 200µM di ciascun dNTPS, 0.5 unità di 
DyNazyme DNA Polymerase (FINNZYMES) e 0.075µM di ciascun primer e 1µl DNA 
proveniente dalla prima amplificazione diluito 1:10. 
La miscela di reazione è stata sottoposta al seguente ciclo termico di amplificazione ge-
nica: 5’ a 94°C, seguiti da 30 cicli di 1’ a 94°C, 1’ a 56°C, 2’ a 72°C, ed una estention 
finale di 10  a 72°C. La tabella di seguito riportata mostra i primers utilizzati per la sin-
gole specie e le dimensioni degli ampliconi.   
Specie Primers Sequenza (5'-3') Dimensione ampliconi
Nested-PCR nadFmod TTGGGGAGCTGTAAGTAAG 1705bp 
 nadR AACAGTTGCTTGGGCCTAT 
S.uberis ubeF GCGAAGTGGGACATAAAGTTA 1446bp 
 pouR GCGGCTGTCATCGCTGA 
E.faecalis faeF1 TTTCAGTGAATACATAGCTG 740bp 
 fcm-faeR ACCTCCATCATTCTCAATTC 
E.faecium fcmF CAATATGGTCGTTCTTTCAG 580bp 
 fcm-faeR ACCTCCATCATTCTCAATTC 
S.suis sui2F TAATAGCCCTGTAGTCGAAATCGAT 542bp 
 sui2R GCTCTACCTCCAAGAATCTTTATG 
S.bovis bsuF CCCGGCATGTAATGCATGTC 169bp 
 bovR TACAACCCCGATGTGTAAACACA 
Controllo interno fraF ATAGTGAACCAGTACCGTGA 360bp 
 fraR CAGCTATCTCCAAGTTCGT 
Tabella 4  primers utilizzati per la singole specie e le dimensioni degli ampliconi 
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4.8.5 Elettroforesi 
I prodotti di PCR sono stati analizzati mediante corsa elettroforetica su gel di agarosio 
all’1% in TAE Buffer e visualizzati con bromuro d’etidio su un transilluminatore a rag-
gi UV. I pesi molecolari delle bande di amplificato sono stati confrontati con il marker 
di riferimento, 1Kb DNA ladder (Gibco), e con le bande di amplificato del ceppi di rife-
rimento, fatti migrare contemporaneamente ai campioni. 
 
4.8.6  Sensibilità della Multiplex PCR 
Per valutare la sensibilità della PCR è necessario conoscere la quantità di DNA presente 
nella mix di reazione o la concentrazione dei batteri dai quali viene estratto il DNA. 
Per le specie di Streptococchi utilizzate in questo studio non esiste una curva standard 
che correla i valori di OD600  ottenuti tramite lettura spettrofotometrica al numero di cel-
lule batteriche. 
Per ovviare a questo problema, per ciascuna specie di Streptococco si è risaliti alla con-
centrazione batterica di una coltura O/N  attraverso la conta delle colonie cresciute su 
LB agar relative ad una  serie di diluizioni fatte a partire dalla coltura O/N. 
Per ogni singola specie batterica è stata preparata una coltura O/N inoculando 1 colonia 
in 3 ml di LB broth in agitazione. Il giorno successivo 1ml di brodocoltura è stato cen-
trifugato a 12000 rpm per 10 min. e, dopo aver eliminato il surnatante per inversione, il 
pellet è stato risospeso in 1,2 ml di PBS sterile. Da questa soluzione sono state fatte del-
le diluizioni seriali di un fattore 10-1  sino ad arrivare a 10-6. Delle diluizioni 10-4, 10-5, 
10-6 sono stati piastrati 10µl e 100 µl su LB agar. Contemporaneamente 1 ml di ogni di-
 Francesca Campesi - Marcatori molecolari di patologie infettive di interesse medico-veterinario – Tesi di Dottorato in Biochimica, 
Biologia e Biotecnologie Molecolari - Università di Sassari 
46 
luizione è stato centrifugato e il pellet risospeso in 50µl di latte di pecora risultato nega-
tivo all’esame colturale e quindi batteriologicamente puro. Tutti i tubini contenenti le 
varie concentrazioni batteriche in latte sono stati conservati in freezer a –20°C, in attesa 
di essere utilizzati per l’estrazione del DNA. 
 Il giorno successivo sono state contate le colonie da tutte le piastre e fatti gli opportuni 
calcoli per risalire al numero di cellule presenti in 1 ml della coltura O/N da cui sono 
state fatte le diluizioni. 
Dalle diluizioni corrispondenti alle concentrazioni batteriche 105,104, 103, 102, 101 e da 
un campione dello stesso latte usato per le varie diluizioni,  è stato quindi estratto il 
DNA secondo la metodica di estrazione di DNA da latte messa a punto dall’IZS di Sas-
sari per l’estrazione di DNA di Micoplasma agalactiae da campioni di latte ovino di ca-
pi affetti da mastite. 
Il DNA estratto è stato utilizzato come stampo per le  reazioni di PCR. Inizialmente so-
no state allestite le PCR con le singole coppie di primers e successivamente le multi-
plex. 
 
4.8.7 Estrazione di DNA da campioni di latte 
 
Per l’estrazione di DNA da latte è stato usato il protocollo utilizzato dall’IZS di Sassari 
per l’estrazione di DNA genomico di Mycoplasma agalactiae dal latte. I campioni di 
latte sono stati agitati al vortex. In una provetta da microcentrifuga di polipropilene, a 
50µl di latte sono stati aggiunti 50µl di Soluzione denaturante; la miscela è stata tenuta 
per 10' a temperatura ambiente.  
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Quindi sono stati aggiunti al campione 900µl di Tampone di Lisi e 40µl di silica. La so-
luzione è stata poi nuovamente miscelata per inversione e lasciata a temperatura am-
biente per 5'. Questo passaggio è stato ripetuto due volte.  Dopo centrifugazione a 
14,000 rpm per 15'', a temperatura ambiente, il surnatante è stato eliminato ed il sedi-
mento è stato lavato due volte con 900µl di Tampone di Lavaggio, vortexato e centrifu-
gato a 14,000 rpm   per 15'', a t.a.  Dopo altri due lavaggi con 900µl di Etanolo al 70%, 
sono stati aggiunti al sedimento 900µl di Acetone,  miscelati al vortex e centrifugati a 
14,000 rpm per 15'', a temperatura ambiente. 
Nello step finale, una volta eliminato il surnatante, la resina di silica è stata fatta asciu-
gare nel blocco riscaldante a secco alla temperatura di 56 °C per 10', tenendo le provette 
con il tappo aperto. Successivamente il DNA è stato eluito dalla resina in  100µl di TE 
pH 8.00, nel blocco riscaldante a secco alla temperatura di 56 °C per 10', tenendo le 
provette con il tappo chiuso. 
Infine, dopo aver centrifugato il campione a 14,000 rpm per 2', a temperatura ambiente, 
il surnattante così ottenuto è stato utilizzato come templato per la Multiplex PCR o con-
servarto a -20 oC. 
 
4.9. ELISA PER STREPTOCOCCUS UBERIS 
4.9.1 Preparazione dell’antigene  
Una colonia di S. uberis (ceppo di campo 1168) è stata fatta crescere in 3 ml di terreno 
LB broth O/N a 37°C in agitazione. Il giorno successivo 1ml di brodo coltura è stato i-
noculato in 500 ml di LB broth e lasciato O/N a 37°C.  500 ml di coltura batterica sono 
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stati centrifugati per 10 minuti a 6000 rpm. Il pellet è stato risospeso in 40 ml di PBS 
centrifugato nuovamente alle stesse condizioni. Il pellet è stato quindi risospeso in 5 ml 
di soluzione A (contenente 80mM Tris-HCl pH7.4, 1.2M NaCl). A questo punto i batte-
ri sono stati sottoposti a sonicazione con impulsi di 30 secondi per 12 volte, fino a com-
pleta lisi cellulare. Dopo la sonicazione è stato aggiunto 1/3 del volume di soluzione B 
(contenente 40mM Tris-HCl pH7.4, 600mM NaCl; 4% Triton X-114) e la sospensione 
batterica è stata incubata in ghiaccio per 1 ora agitando al vortex frequentemente. La so-
spensione batterica è stata quindi centrifugata per separare le eventuali cellule intere re-
stanti e il surnatante è stato prelevato ed incubato in un bagnetto termostatato a 30°C per 
5 min. e successivamente centrifugato a 1300 x g per 10min a temperatura ambiente. La 
fase acquosa è stata trasferita in un nuovo eppendorf e ad essa è stata aggiunto il Triton-
X-114 fino a raggiungere la concentrazione finale di 0.5%. 
La sospensione è stata incubata nuovamente a 30°C per 5 min. In questo modo la fase 
acquosa si trasferisce lentamente nella fase detergente. Dopo nuova centrifugazione a 
1300 x g per 10min a temperatura ambiente, la fase acquosa è stata rimossa e le proteine 
idrofobiche presenti nella fase detergente sono state precipitate a –20°C O/N in 10 vo-
lumi di acetone. Il giorno successivo le  proteine presenti nel pellet ottenuto mediante 
centrifugazione a 10000 x g per 10min a 4°C sono state risospese in 5 ml di PBS sterile  
e conservate in freezer a –20°c. 
 
4.9.2 Protocollo ELISA  
Le proteine estratte sono state quantificate con il Kit “DC Protein Assay” della Bio-rad 
e  diluite in modo da avere una concentrazione di 2 µg/ml. Si è proceduto quindi 
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all’adsorbimento dell'antigene sul fondo delle piastre multiwell da 96 pozzetti versando 
in ogni pozzetto 50 µl di proteine. Per l’adsorbimento le piastre vengono tenute O/N a 
4°c. Il giorno successivo si provvede alla rimozione dell'antigene in eccesso con dei la-
vaggi in PBS + 0.05 % Tween 20  e alla saturazione dei siti liberi sulla superficie dei 
pozzetti di reazione con proteina non reattiva (albumina di siero bovino) per impedire 
l'adsorbimento dell'anticorpo alla superficie della vaschetta. In ogni pozzetto sono stati 
messi 100 µl di sieri di pecore naturalmente infettate da Streptococcus uberis diluiti 
1:500 in PBS e lasciati 90 minuti a temperatura ambiente. Dopo incubazione per per-
mettere la formazione dell'eventuale complesso antigene-anticorpo  la soluzione che 
contiene l'anticorpo libero viene rimossa. E’ stata quindi fatta un’incubazione di un ora 
a temperatura ambiente con anticorpo secondario anti-Sheep (anticorpo policlonale di-
retto contro IgG o IgM di ovino e coniugato con perossidasi) per la rivelazione del 
complesso antigene-anticorpo primario. L'anticorpo secondario forma un complesso con 
l'anticorpo primario a sua volta associato all'antigene (specifico). L'anticorpo secondario 
in eccesso è stato quindi allontanato e il complesso antigene-anticorpo è stato rilevato 
mediante aggiunta del substrato dell'enzima coniugato all'anticorpo secondario. La pre-
senza del complesso antigene-anticorpo primario viene rilevata attraverso lo sviluppo 
del colore. L'intensità del colore dipende (a parità di tempo di incubazione) dal numero 
di complessi presenti. l'assenza del colore giallo indica l'assenza del complesso antige-
ne-anticorpo primario nel campione analizzato; l'intensità del colore giallo nei diversi 
pozzetti della piastra ELISA è proporzionale al numero di complessi antigene-anticorpo 
(primario) formati e quindi alla concentrazione dell'antigene (in grado di legare l'anti-
corpo primario) nel campione analizzato. 
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4.9.3 Sieri utilizzati 
 Come controlli positivi sono stati utilizzati due sieri di animali con infezione naturale 
conclamata da parte di Streptococcus uberis (1497 e 1545). L’eziologia è stata accertata 
mediante esame colturale batteriologico del latte e successiva identificazione biochimi-
ca dell’isolato microbiologico.  A conferma dell’identificazione biochimica veniva ese-
guita una PCR specifica. I sieri provenivano da diversi allevamenti sardi. In tutto sono 
stati esaminati 23 sieri di 23 capi. Come controlli negativi abbiamo utilizzato sieri ovini 
di animali clinicamente sani e negativi agli esami colturali del latte. Il metodo è stato ul-
teriormente testato con sieri di pecore infettate da Salmonella Abortusovis e Staphylo-
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5.1 Analisi  Immunoblotting (1D) del proteoma di Salmonella Abortusovis 
 
Nella prima parte del lavoro si è cercato di verificare se la tecnica western blotting fosse 
adeguata ad identificare differenze di reattività sierica in animali vaccinati, analogamen-
te a quanto presendentemente evidenziato con il metodo ELISA (17).  
Le due metodiche, infatti, non sempre danno risultati concordi in termini di sensibilità e 
specificità. 
Nello studio sono stati messi a confronto i dati derivanti dalla conta di IgG sieriche, ot-
tenuti in precedenza con il metodo ELISA anti-OMP, con risultati ottenuti da analisi di 
western blotting condotti sui sieri di quattro gruppi di pecore sottoposte a vaccinazione. 
Lisati batterici di sierotipo Abortusovis, ceppo SS44 (wild-type) venivano separate su 
gel di acrilammide in elettroforesi monodimensionale e successivamente blottate su fil-
tro di nitrocellulosa. 
Il filtro veniva poi incubato con i sieri prelevati prima e dopo l’immunizzazione con il 
vaccino o con il ceppo wild-type. 
In questo modo è stato possibile accertarsi che, negli animali analizzati, il siero pre-
immune non riconosce le proteine di Abortusovis o da luogo a leggero background non  
specifico, indice del fatto che gli animali non erano stati infettati dal batterio prima della 
vaccinazione (Fig.9). 
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Figura 9. E’ mostrata l’analisi di un gruppo rappresentativo di sieri (1 siero pre-immune 
e 8 sieri post-immuni ottenuti da in animali infettati con ceppo selvaggio SS44. (A). 
Immagine di immunoblotting sviluppato mediante probe chemioluminescente ;( B). Ti-





Inoltre, il segnale ottenuto era coerente con i relativi titoli anticorpali misurati con la 
tecnica OMP-ELISA. Infatti, ai picchi di titolo IgG in ELISA corrispondeva un maggior 
segnale sul filtro (Fig. 9B). 
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Analizzando i risultati ottenuti dall’elettroforesi monodimensionale, però, era possibile 
riscontrare nella maggior parte delle membrane, la presenza di un bandeggio (ladder) 
caratteristico, ascrivibile al lipopolisaccaride (LPS) batterico (FIGURA 9A). 
Il lipopolisaccaride occupa gran parte del foglietto fosfolipidico esterno della membrana 
batterica e presenta somiglianze antigeniche in molte specie batteriche della famiglia 
delle Enterobacteriaceae, ed in particolare tra i sierotipi di S. enterica; il suo utilizzo ai 
fini diagnostici risulta perciò poco adatto, specialmente nella costruzione di un kit im-
munoenzimatico, a causa dei possibili fenomeni di cross-reattività con un elevato nume-
ro di altri batteri, specialmente con altri tipi di Salmonella, tra cui Salmonella Typhimu-
rium che, in relazione all’antigene LPS, appartiene al gruppo B come Abortusovis. 
L’elettroforesi monodimensionale, inoltre, non ci permetteva di discriminare adeguata-
mente singole fattispecie antigeniche, specialmente tra le proteine ad alto peso moleco-
lare. 
Per avere separazioni proteiche migliori da un punto di vista qualitativo, è stato necessa-
rio utilizzare l’elettroforesi bidimensionale. 
 
 
5.2 Analisi immunoblotting (2D) del proteoma di Salmonella Abortusovis 
 
In questa analisi le proteine venivano separate in base al loro punto isoelettrico e suc-
cessivamente, nella seconda dimensione, in base al loro peso molecolare. 
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5.2.1 Profilo elettroforetico 2D del proteoma di S. Abortusovis 
L’elettroforesi e la successiva colorazione con blu di Coomassie Colloidale ha consenti-
to un’apprezzabile separazione delle proteine che appaiono prevalentemente nel range 





                         
 
Fig.10: Proteoma di Salmonella Abortusovis. Gel 2D colorato con blu di Coomassie 
 
5.2.2 Analisi immunologica di tracciati elettroforetici 2D 
Le proteine sottoposte a elettroforesi 2D sono state analizzate mediante immunoblotting 
su membrane di nitrocellulosa. 
In questa analisi, contrariamente a quanto fatto in monodimensionale, non venivano uti-
lizzati sieri di pecore vaccinate, ma sieri di alcuni animali infettati con Salmonella wild-
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type, allo scopo di riuscire ad identificare la totalità di proteine batteriche capaci di su-
scitare una risposta anticorpale nell’infezione con il sierotipo Abortusovis. 
Un primo aspetto positivo da segnalare, negli immunoblotting su gels 2D, è stata 
l’eliminazione della reattività immunogenica dell’LPS e del suo “ladder” che maschera-
va la reattività degli antigeni proteici nel test monodimensionale. 
Nei risultati ottenuti, sviluppando mediante chemioluminescenza la reattività dei sieri, è 
stato possibile identificare un gruppo di proteine costantemente positive ai sieri (spots 
chemioluminescenti), purtuttavia con intensità differente a seconda dell’animale da cui 
era stato prelevato il siero. 
I sieri potevano essere perciò differenziati sia per la presenza/assenza di determinati 
spot sulla membrana che per l’intensità relativa del segnale. 
Di seguito sono mostrati alcuni esempi  di immagini di immunoblotting sviluppati con 
alcuni dei sieri testati (FIGURE 11-14): 
 
 
 Francesca Campesi - Marcatori molecolari di patologie infettive di interesse medico-veterinario – Tesi di Dottorato in Biochimica, 
Biologia e Biotecnologie Molecolari - Università di Sassari 
57 
 
                  
Figura 11. Siero n° 476                               Figura 12. Siero  n°492 
 
            
Figura 13. Siero n° E17                               Figura 14. Siero n° E19 
 
Fig 11-14 Sono riportate alcune delle foto sviluppate mediante incubazione con i sieri 
degli animali infettati con S.enterica sierotipo Abortusovis wild-type. ( gels di acrilam-
mide 10%; range pI 4-7)  Anche se in alcuni casi l’intensità varia in base al siero utiliz-
zato, nelle immagini sono stati indicati con dei cerchi alcuni spot identificati in tutte le 
membrane. 
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5.2.3 Corrispondenza tra  tracciati elettroforetici 2D e immunoblots 
In base alla posizione, i singoli spot sono stati identificati anche nei gel colorati in blu 







                                                                     
Figura 15. Gel 2D (pI4-7) colorato con blu di Coomassie(sopra) e parti-
colare del gel 2D colorato con blu di Coomassie.(sotto) dove sono indi-
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Dopo l’identificazione degli spot di interesse, questi sono stati prelevati dal gel e ana-
lizzati mediante spettrometria di massa  (Maldi-Tof).  
In particolare, come si evince dalla Figura 8B, è stato possibile procedere 
all’identificazione delle proteine corrispondenti agli “immuno-spot” numero 1, 2, 3, 4 e 
5, in quanto le sole idonee per quantità e buona separazione. Le proteine sono state 
temporaneamente identificate come Psao1, Psao2, Psao3, Psao4 e Psao5. Il servizio di 
identificazione è stato svolto presso Porto Conte Ricerche (Tramariglio – Alghero). 
5.2.4 Analisi spettrometrica delle proteine Psao1, Psao2, Psao3 e Psao5. 
L’analisi spettrometrica ha permesso di identificare, tra le proteine immunogene rilevate 
negli spot, la presenza di 5 antigeni di interesse.        
Si tratta di due antigeni di superficie e tre antigeni citosolici.  
5.2.5 Analisi entrez e align delle proteine Psao1, Psao2, Psao3 e Psao5. 
Le sequenze ottenute, inoltre, analizzate utilizzando la banca dati ed i software resi di-
sponibili al sito http://www.ncbi.nlm.nih.gov, sono state allineate per identificare speci-
fici domains utilizzabili come biomarkers specifici del sierotipo Abortusovis.  
Nelle figure 16, 17, 18, 19, e 20 si può osservare la presenza per ciascuna proteina di 
domains conservati in altre specie batteriche e/o in altri sierotipi di S. enterica. 
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Figura 16. Psao1, antigene di superficie. 




Figura 17. Psao2, antigene di superficie. 
            
 
 
Dominio A, conservato in 
Enterobacteriaceae 
Dominio B, conserva‐
to in  Enterobacteria‐
Regione Variabile 
180 290
Dominio  A, conservato in 
Enterobacteriaceae
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Figura 18. Psao3, heat shock protein. Le parti in rosso indicano i domini 
proteici conservati. 
           
 
Figura 19. Psao4, heat shock protein.  
            
 
 
Figura 20. Psao5, heat shock protein. 
            
 
Dominio conservato
        (ATPasi) Dominio conservato nella maggior parte 
delle HSP di Salmonella enterica. 
Dominio totalmente conservato 
in Salmonella enterica   
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Dall’analisi delle proteine è emerso che gli antigeni citosolici presentano dei domini 
fortemente conservati per cui non possono essere utilizzati come biomarkers specifici 
del sierotipo Abortusovis. 
Risultano interessanti, in questo senso, i due antigeni di superficie: la Flagellina di fase 
1 e la Flagellina di fase2, che possiedono dei domini proteici variabili. Si tratta di anti-
geni espressi abbondantemente, per lo meno dalle analisi in vitro. La sequenza della fla-
gellina di fase 2 di Abortusovis era gia disponibile da precedenti lavori per cui abbiamo 
inizialmente rivolto l’attenzione all’analisi della Flagellina di fase2. 
E’ stato quindi verificato che i domini di interesse delle due flagelline fossero conservati 
nel sierotipo Abortusovis mediante alingment con la sequenza della flagellina di S. 
Typhimurium, un altro sierotipo di Salmonella capace di infettare gli ovini. Confrontan-
do le sequenze nucleotidiche ed aminoacidiche di S. Abortusovis e di S.Typhimurium è 
stata identificata una sequenza di circa 300 nt corrispondente ad una sequenza di circa 
100 aa che presenta significative differenze tra i due sierotipi. (Vedi Fig.21). 
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Fig. 21: Clustalw Alignment della Sequenza Nucleotidica della Flagellina Fase 2 di 
SAO e TPM 
 
                                         190                  200                 210                220                  230                 240 
                                           |                       |                      |                     |                        |                      | 
SAOxxx0      VKDTAVTTKTYADNGTTLDASGLDDTAIKAAIGGTLGTASVTGGTVKFDADNNKYFVTIG 
TPMxxx1      VKDTAVTTKAYANNGTTLDVSGLDDAAIKAATGGTNGTASVTGGAVKFDADNNKYFVTIG 
             *********:**:******.*****:***** *** ********:*************** 
Prim.cons.   VKDTAVTTK2YA2NGTTLD2SGLDD2AIKAA2GGT2GTASVTGG2VKFDADNNKYFVTIG 
 
                                         250                   260                  270                280                  290                  300 
                                            |                        |                       |                     |                       |                       | 
SAOxxx0      GYTGADATKNGDYEVNVATDGKVTLAPGATKTTIPAGATTKTEVQELKDTPTVVSADAKN 
TPMxxx1      GFTGADAAKNGDYEVNVATDGTVTLAAGATKTTMPAGATTKTEVQELKDTPAVVSADAKN 
             *:*****:*************.****.******:*****************:******** 
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Fig.22: Clustalw Alignment della Sequenza Aminoacidica della Regione Variabile della  
Flagellina di Fase 2 Di SAO E TPM 
 
5.3 ANALISI DI PREDIZIONE DEI PEPTIDI ANTIGENICI DELLA FLAGELLINA DI 
SAO 
L’analisi PREDICTED ANTIGENIC PEPTIDES della sequenza aminoacidica della 
flagellina ha confermato che questa sequenza conservata nel sierotipo Abortusovis ri-
spetto al sierotipo S. Typhimurium  risulta avere anche proprietà immunogeniche. 
 
Fig.23: Analisi Di Predizione Dei Peptidi Antigenici della Flagellina di SAO 
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n Start Position Sequence End Position 
1 20 KSQSALG 26 
2 90 QRVRELAVQS 99 
3 107 SDLDSIQA 114 
4 133 NGVKVLAQ 140 
5 156 IDIDLKQ 162 
6 166 QTLGLDSLNVQKAYDVKD 183 
7 217 GTASVTG 223 
8 261 GKVTLAP 267 
9 289 DTPTVVSA 296 
10 298 AKNALIAGG 306 
11 314 GAELVKM 320 
12 380 GKTEVVTI 387 
13 404 AQPELAE 410 
14 419 PLQKIDAALAQVDALRSDLGAV 440 
15 479 RAQILQQAGTSVLAQANQVPQNV 501 
 
Tabella 5 Elenco dei Peptidi Antigenici della Flagellina di SAO 
 
5.4 Clonaggio ed Espressione  
La correttezza del costrutto verificata tramite PCR, utilizzando i primers (13/07) e 
(14/07) che presentano omologia con le sequenze fiancheggianti il frammento di fljB.   
Le colonie ricombinanti sono state lisate per bollitura e il DNA presente nel surnatante 
ottenuto per bollitura è stato utilizzato come templato per la PCR.. Un ulteriore confer-
ma della correttezza del costrutto è stata ottenuta tramite diegestione enzimatica  Il pla-
smide estratto dalle colonie trasformate è stato digerito con gli enzimi BamHI e KpnI.e i 
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frammenti ottenuti (vettore ed inserto) sono stati visualizzati mediante corsa elettrofore-
tica su gel di agarosio. 
L’espressione della proteina ricombinante è stata quindi  indotta  mediante aggiunta di 
IPTG. Come si può osservare dall’immagine n° 24  si ha un incremento dell’espressione 
della proteina di 12.94 KDa nel tempo. In particolare a 3 ore dall’aggiunta dell’induttore 
si può osservare un picco massimo dell’espressione della proteina che sembra decresce-





Fig.24:  Espressione della proteina ricombinante monitorata nel tempo. Lane 1. See-
Blue® Plus2 Pre-Stained. Lane 2: Espressione della proteina ricombinante al tempo 0, 
in assenza di IPTG. Lane 3 Espressione della proteina ricombinante dopo 1h 
dall’induzione con IPTG. Lane 4: Espressione della proteina ricombinante dopo 2h 
dall’induzione con IPTG. Lane 5: Espressione della proteina ricombinante dopo 3h 
dall’induzione con IPTG. Lane 6: Espressione della proteina ricombinante dopo 4h 
dall’induzione con IPTG. Lane 7. SeeBlue® Plus2 Pre-Stained. Lane 8: Controllo nega-
tivo al tempo 0. Lane 9: Controllo negativo dopo 1h dall’induzione 
1           2         3         4           5         6          7         8          9 
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Le proteine sono state purificate  con un kit della Qiagen capace di catturare le proteine 
contenenti la coda di istidina. Le proteine purificate sono state quantificate, visualizzate 
tramite SDS-PAGE e colorate con Blue di Coomassie.per valutarne la purezza. 
Le proteine fatte adsorbire su piastre multiwells da 96 pozzetti sono pronte per essere 
analizzate in ELISA con sieri pre-immuni e post-immuni. 
 
 
5.5 Realizzazione della Multiplex-PCR per Streptococchi 
La metodica è stata testata sia su ceppi di riferimento, che con ceppi di campo, isolati da 
circa 3000 campioni di latte provenienti da allevamenti sardi in cui si erano verificati 
numerosi casi di mastite infettiva clinica e subclinica. Su tutti i campioni di latte è stato 
effettuato l’esame colturale tradizionale per la ricerca degli agenti microbici. I batteri 
isolati sono stati identificati con l’ausilio dei test biochimici-colturali disponibili in 
commercio. 
Da questa prima analisi solo 308 campioni avevano mostrato positività nei confronti di 
alcune specie di Streptococchi ed Enterococchi. 
Si è quindi cercato di affiancare ai tradizionali metodi microbiologici degli strumenti 
diagnostici innovativi, in grado di identificare in modo rapido, economico ed efficace i 
capi affetti da mastiti subcliniche e gli agenti eziologici circolanti nel gregge. 
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Durante la ricerca corrente sono state messe a punto due Multiplex_PCR per 
l’identificazione delle principali specie di Streptococchi ed Enterococchi responsabili di 
mastite ovina in allevamenti sardi. 
 Nella prima si sono utilizzati i primers specifici per le specie isolate più frequentemente 
quali Streptococcus uberis, Enterococcus faecalis ed Enterococcus faecium; per la se-
conda invece si è fatto ricorso ai primers specifici per Streptococcus bovis e Streptococ-
cus suis, specie isolate con minor frequenza.  Per Streptococcus uberis, S. bovis e S.suis 
si è fatto ricorso a primers già noti in letteratura (Kawata K. et al), mentre per Entero-
coccus faecalis ed Enterococcus faecium sono stati disegnati ex-novo tenendo in consi-
derazione le sequenze altamente conservate. 
Per evitare di incorrere nella formazione di amplificati aspecifici e per aumentare la 
sensibilità della reazione  è stata utilizzata la metodica detta Nested-PCR, in cui il pro-
dotto di reazione di amplificazione viene impiegato come DNA stampo per una seconda 
reazione in cui si usano oligonucleotidi posti più internamente rispetto alla coppia ini-
ziale. 
Nella prima fase della Nested-PCR si sono utilizzati primers universali, disegnati a par-
tire dalle sequenze delle regioni variabili del DNA ribosomiale (rDNA) 23S 
dell’operone dell’RNA ribosomiale, capaci di amplificare l’intero 23S dell’rDNA di tut-
ti gli Streptococchi. Da questa reazione si è ottenuto un amplicone di 1700bp, che da so-
lo non consentiva di distinguere le diverse specie appartenenti allo stesso genere. Il pro-
dotto di amplificazione di questo primo step è stato poi utilizzato come templato per la 
fase successiva: le due Multiplex PCR.  
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Fig.25:  Immagine relativa ad una corsa elettroforetica su gel di agaroso all’1.5% degli 
amplificati ottenuti con la prima Multiplex-PCR. Lane1: 1Kb plus ladder marker; 
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Fig.26:  Immagine relativa ad una corsa elettroforetica su gel di agaroso all’1.5% degli 
amplificati ottenuti con la seconda Multiplex-PCR. Lane1: 1Kb plus ladder marker; La-
ne 2 controllo negativo; lane 3: S.suisII;  Lane 4: S.bovis. 
. 
 
E’ stata anche disegnata una coppia di primers che amplificano una regione, comune a 
tutti gli Streptococchi, interna alla sequenza amplificata nel primo step della Nested-
PCR. Questa coppia di primers, usata nella Multiplex-PCR, amplifica una sequenza di  
360bp che rappresenta un controllo interno poiché conferma che la sequenza del 23S è 
stata correttamente amplificata nel primo step della reazione.  
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Ma, nonostante le numerose prove effettuate per l’ottimizzazione delle reazioni, è stato 
necessario escludere dalle Multiplex questi primers per il controllo interno  in quanto 
interagiscono con le altre coppie di primers specie-specifici producendo amplificati a-
specifici che rendono dubbio il risultato finale della reazione. 
 
                                        
                                             1        2       3      4        5        6      7       8 
                                  
 
 
Fig.27:  Multiplex-PCR Esempio di amplificazione genica di alcuni isolati ottenuta me-
diante l’impiego dei primers specifici per S.suis1, S.suis2 (lane 3), S.bovis (lane4). nei 
pozzetti 6,7,8 si può osservare l’interferenza provocata dalla interazione dei primers per 
il controllo interno quando vengono aggiunti ai primers specie specifici nella mix di re-
azione.  
 
L’utilizzo della nuova metodica ha fatto registrare variazioni significative rispetto ai ri-
sultati ottenuti dalle identificazioni biochimiche. Su 308 ceppi diagnosticati come ap-
partenenti ai generi Streptococcus ed Enterococcus, il metodo biochimico aveva identi-
ficato come Streptococcus uberis 200 campioni (65%), come Enterococcus faecalis 33 
campioni (10,7%), come Enterococcus faecium 8 campioni (2,6%) e altre specie,  Strep-
tococcus bovis, Streptococcus suis e Streptococcus constellatus venivano rinvenute solo  
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occasionalmente. In alcuni casi il metodo biochimico non ha consentito una identifica-
zione di specie certa, per cui si è identificato solo il genere come: Streptococcus spp per 
26 campioni (8,4%) ed Enterococcus spp per 12 campioni (3,9%).  La multiplex-PCR 
da noi allestita è stata testata sugli stessi campioni identificando come  Streptococcus 
uberis 217 ceppi (70%) e come Enterococcus faecalis 59 ceppi (16%). I  campioni dia-
gnosticati dal metodo biochimico esclusivamente come genere sono stati identificati 
dalla Multiplex PCR come specie nel 100% dei casi. I 26 Streptococcus spp sono stati 
identificati come S. uberis in 20 campioni e E. faecalis in 3; nei 2 rimanenti campioni  
non si evidenziava alcun amplificato. Su 12 campioni diagnosticati come Enterococcus 
spp, 11 venivano identificati come Enterococcus faecalis e uno come Streptococcus u-
beris.  Nessuno degli 8 ceppi identificati biochimicamente come Enterococcus faecium 
è stato confermato nella diagnosi in PCR.  Di questi, 4 sono risultati alla multiplex degli 
Enterococcus faecalis, uno Streptococcus uberis, altri 2 campioni hanno prodotto bande 
non specifiche per le specie testate, mentre un campione non ha prodotto nessun ampli-
ficato.  
 ID Biochimica MULTIPLEX-PCR 
S.uberis 200 217 
E.faecalis 33 59 
E.faecium 8 0 
S.bovis 5 5 
S.suis 2 2 
Enterococcus spp 12 0 
Streptococcus spp 26  0 
Altre specie 22  0 
 
Tabella 6: Confronto tra risultati dell’identificazione biochimica e ottenuti mediante 
Multiplex-PCR 
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Raffrontando le diagnosi ottenute con entrambe le metodiche, nel caso di Streptococcus 
uberis si evince che l’identificazione biochimica è stata confermata da quella molecola-
re 190 volte su 200 (95%). Per i restanti 10 campioni la PCR non ha prodotto alcun ri-
sultato o ha prodotto delle bande aspecifiche. Le identificazioni biochimiche di Entero-
coccus faecalis (33 campioni) sono state confermate anche dalla PCR (nel 91% dei 
campioni), tranne che su 3 casi diagnosticati come Streptococcus uberis.  
 
La Multiplex-PCR è stata successivamente testata direttamente su 47 campioni di latte 















Su 47 campioni di latte, il metodo biochimico aveva identificato come Streptococcus 
uberis 29 campioni, come Enterococcus faecalis 4 campioni, come Enterococcus fae-
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cium 3 campioni e altre specie, come Streptococcus bovis 3 campioni e come Strepto-
coccus suis 1campione. In 7casi, il metodo biochimico non ha consentito una identifica-
zione di specie certa, per cui si è identificato solo il genere Streptococcus spp. 
 La Multiplex-PCR da noi allestita è stata testata sul DNA estratto dagli stessi campioni 
e ha portato all’identificazione di  37 Streptococcus uberis (78%), di 7 Enterococcus fa-
ecalis (15%), di  2 Streptococcus bovis (4%) e  di  1 Streptococcus uberis (2%). I  cam-
pioni diagnosticati dal metodo biochimico esclusivamente come genere sono stati iden-
tificati dalla Multiplex PCR come specie nel 100% dei casi. I 7 Streptococcus spp sono 
stati identificati alla multiplex come S. uberis in 6 campioni e E. faecalis in 1 campione; 
Nessuno degli 3 ceppi identificati biochimicamente come Enterococcus faecium è stato 
confermato nella diagnosi in PCR.  Di questi, 2 sono risultati alla multiplex degli Ente-
rococcus faecalis e uno Streptococcus uberis. 
In conclusione, la specificità della tecnica PCR, intesa come la capacità espressa in ter-
mini percentuali di individuare correttamente gli animali infetti, è del 100%. 
In considerazione del fatto che la metodica è stata sviluppata con l’obiettivo di offrire 
un sistema diagnostico adeguato anche al campione biologico di interesse, la stessa è 
stata saggiata in riferimento alla sua sensibilità nell’applicazione diretta alla matrice 
“latte”. 
Il limite di detenzione della metodica Multiplex-PCR è risultato essere di 30 CFU/ml 
per Streptococcus uberis, di 24 CFU/ml per Enterococcus faecalis, di 53 CFU/ml per 
Enterococcus faecium, di 70 CFU/ml per Streptococcus bovis e di  60 CFU/ml per 
Streptococcus suis. 
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5.6 Realizzazione del saggio ELISA per Streptococcus uberis 
 
 
Nel corso del Dottorato è stato allestito un saggio ELISA indiretto per l’identificazione 
di anticorpi rivolti contro le principali proteine associate alla membrana del batterio.  
La valutazione dei titoli anticorpali specifici anti- Streptococco è stata condotta su 17 
sieriIl valore di cut-off è stato calcolato come la media più il doppio della deviazione 
standard degli OD registrati per i sieri negativi. 
I sieri degli animali naturalmente infetti da Streptococcus uberis hanno dato una media 
di lettura, a una lunghezza d’onda di 450 nm, di 0.26 OD per le IgG e di 0.20 OD per le 
IgM. Il valore cut-off è stato di 0.115 OD per le IgG e di 0.09 OD per le IgM.  
La sensibilità della metodica è stata del 100%. Tutti gli animali con mastite, positivi agli 
esami colturali e con identificazione in PCR di Streptococcus uberis sono risultati alla 
ricerca degli anticorpi specifici nel siero. 
Come controlli negativi abbiamo utilizzato sieri ovini di animali clinicamente sani, ne-
gativi agli esami colturali del latte, nonchè sieri di pecore infettate da Salmonella abor-
tusovis e Staphylococcus chromogenes,  per verificare possibili cross-reazioni con strut-
ture antigeniche comuni nei batteri gram+ e nei batteri gram-.  
Come si può osservare dal grafico, è presente un discreto background dovuto al fatto 
che alcune proteine di S.uberis vengono riconosciute anche dai sieri anti-Salmonella e 
anti- Stafilo.  
In questo studio è stata anche valutata la capacità di identificare e differenziare gli anti-
corpi IgM e IgG specifici nei confronti dell’agente mastitogeno. Alcuni sieri hanno mo-
strato titoli IgM elevati e titoli IgG bassi, identificando dei capi alla fase iniziale dell’ 
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infezione. La metodica consente quindi di identificare animali con infezione in corso e 







Fig.29:  Risultati di un test ELISA indiretto per Streptococcus uberis su sieri ovini 
I valori sono espressi come medie delle letture OD a 450nm.  
 
 
5.7 Analisi Immunoblotting (1D)del proteoma di Streptococcus uberis 
 
L’analisi preliminare 1-DE è stata condotta su un pool di proteine di membrana estratte 
con triton X-114. Le proteine separate su SDS-PAGE al 10% di acrilammide sono state 
successivamente trasferite su su filtro di nitrocellulosa. 
 Il filtro è stato tagliato in tante strisce ed poi incubato con i sieri prelevati da pecore ma 
stitiche e positive all’esame colturale per Streptococcus uberis.  
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In figura 30 sono rappresentati i profili elettroforetici delle proteine riconosciute dai sie-
ri. 
L’immunoblotting ha rivelato una maggiore concentrazione di proteine immunogeniche 
ad alto peso molecolare (fra 66 e 97 kDa). Le bande corrispondenti a questi antigeni ri-
sultano meglio risolte e separate di quelle a peso molecolare più basso (compreso fra 21 
e 31 kDa). Analizzando le bande è stato possibile riscontrare la presenza di alcune ban-
de positive in tutti i sieri, seppure con intensità diversa in base al siero utilizzato. Anche 
i sieri iperimmuni prelevati da pecore infettate con SAO hanno riconosciuto alcuni anti-
geni di Streptococcus uberis, seppur con intensità molto leggera. Questo risultato con-
corda con il risultato ottenuto nel test ELISA in cui si era osservata la presenza di IgG 
dirette contro proteine di S.uberis . 
 
 
Fig.30 Immunoblotting (1D) con sieri iperimmuni di pecore infette da S.uberis . 
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5.8 Analisi in Immunoblotting (2D) del proteoma di  Streptococcus uberis 
 
 
L’analisi elettroforetica bidimensionale è stata inizialmente condotta in un range di pH 
3-10 al fine di individuare l’intero proteoma di Streptococcus uberis. Dall’analisi del 
profilo elettroforetico ottenuto si è osservato che la grande maggioranza degli spot pro-
teici era localizzata in range di pH (acido) relativamente ristretto. Per questo motivo le 
successive separazioni degli estratti proteici è stata realizzata in un  range di pH 4-7 
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Fig 31: proteoma di S.uberis. Gel 2D colorato con blu di Coomassie  
4.                pI                      7 
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Le proteine sottoposte a elettroforesi 2D sono state analizzate mediante immunoblotting 
su membrane di nitrocellulosa. Sono stati utilizzati 17 sieri di pecore con mastite da 
S.uberis e un pool di controlli negativi. 
Di seguito sono riportate alcune delle immagini sviluppate mediante incubazione con 
diversi sieri di animali con infezione naturale da S.uberis. Alcuni spot sono stati identi-






























Fig 32: Immagini di alcuni immunoblotting con sieri anti- S.uberis.  Gel 2D ,pI 4-7 
 
Siero 1545 
Siero 1497 Siero P001 
Siero negativo 
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5.9  Individuazione di marcatori molecolari di Streptococcus uberis  
 
In base alla posizione, i singoli spot sono stati identificati anche nei gel colorati in blu 





   
 
 
Fig 33: Particolare del gel 2D (range pI 4-7) colorato con blu di Coomassie dove sono 




Dopo l’identificazione degli spot di interesse, questi sono stati prelevati dal gel e ana-
lizzati mediante spettrometria di massa  (Maldi-Tof).  
Sono attualmente in corso le indagini per valutare il loro possibile utilizzo come mar-
kers specifici dello Streptococcus uberis. 
In particolare, una di queste proteine risulta interessante come probabile biomarker spe-
cifico di S uberis. L’analisi della sua sequenza, utilizzando la banca dati ed i software 
resi disponibili al sito http://www.ncbi.nlm.nih.gov, ha permesso di evidenziare, con 
4                      pI                     7 
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uno Score di 1092 e un E Value di 0.0, un’omologia di sequenza pari al 100% con una 
proteina di S.uberis. L’analisi BLAST successiva, non ha evidenziato significative omo-
logie per proteine predette in altri batteri, incluso il genere Streptococcus. Questo can-
didate biomarker, pur trattandosi di un risultato preliminare, rende promettente un suo 
possibile utilizzo nell’allestimento di un saggio ELISA specifico per la diagnosi delle 









DISCUSSIONE E CONCLUSIONI 
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DISCUSSIONE E CONCLUSIONI 
In Sardegna, l’allevamento di ovini da latte costituisce un’attività di grande rilievo 
nell’economia agroindustriale. La Sardegna infatti produce il 56% del latte ovino pro-
dotto in Italia, con una consistenza dei capi stimata in 4.700.000 (1). La quasi totalità 
della produzione di latte è destinata all’industria casearia per la trasformazione in for-
maggi.  
La  Salmonella enterica sierotipo Abortusovis è considerata uno dei principali agenti 
abortigeni nella pecora e, pur essendo conosciuta da tempo, provoca ingenti danni eco-
nomici al comparto zootecnico ovino. La mastite infettiva ovina rappresenta in Sarde-
gna una delle patologie più insidiose che colpiscono l’allevamento ovino, con notevoli 
ripercussioni sulla produzione lattiero casearia. Il controllo di queste patologie infettive 
è attualmente tra le criticità primarie nell’economia di settore e non ha ancora trovato 
soluzione anche a causa delle metodiche diagnostiche correntemente utilizzate, inade-
guate per specificità e sensibilità. 
Il controllo delle malattie infettive e diffusive degli animali è strettamente legato alle 
capacità dei centri di ricerca e controllo epidemiologico di sviluppare ed applicare stru-
menti in grado di eseguire diagnosi precise in tempi rapidi. Metodiche basate su reazio-
ni immunoenzimatiche (es. ELISA) e sulla rivelazione dei patogeni mediante amplifica-
zione degli acidi nucleici (es. PCR) si rivelano utilissime nella diagnostica e 
nell’epidemiologia delle malattie infettive di interesse veterinario, presentando 
un’estrema versatilità, sensibilità e specificità associata ad una relativa rapidità di anali-
si. 
 Francesca Campesi - Marcatori molecolari di patologie infettive di interesse medico-veterinario – Tesi di Dottorato in Biochimica, 
Biologia e Biotecnologie Molecolari - Università di Sassari 
85 
Ciò è particolarmente rilevante nel caso dell’infezione da Salmonella Abortusovis. Que-
sta, infatti, ha un decorso pressoché asintomatico e attualmente non ci sono mezzi dia-
gnostici per identificare tempestivamente gli animali portatori. Di conseguenza, risulta 
difficile controllarne la diffusione e l’incidenza dell’aborto. 
Lo scopo della ricerca è stato quello di identificare proteine immunogeniche specifiche 
del sierotipo Abortusovis utilizzabili per lo sviluppo di un kit diagnostico ELISA. 
Grazie a questo lavoro sono state identificate cinque proteine di interesse che partecipa-
no all’attivazione della  risposta anticorpale nelle pecore nel corso di infezione con S. 
enterica sierotipo Abortusovis.  
Nel complesso, l’utilizzo di queste proteine in sistemi immunodiagnostici, permetterà 
l’identificazione di animali con infezione in corso e, pertanto, la prevenzione di questa 
patologia ed il controllo di possibili epidemie.  
Inoltre, grazie alle loro caratteristiche antigeniche e l’espressione controllata, le proteine 
identificate potranno essere utilizzate per ulteriori scopi, come la preparazione di vacci-
ni, anche acellulari, a scopo immunoprofilattico. 
In particolare risultano interessanti, in questo senso, i due antigeni di superficie. Si trat-
ta, infatti, di antigeni espressi abbondantemente (si vedano gli spot 1 e 2 del gel 2D co-
lorato con Coomassie, Figura 15). Trattandosi di antigeni di superficie, inoltre, sono 
particolarmente suscettibili 1) all’induzione dell’opsonizzazione dei batteri da parte de-
gli anticorpi elicitati ed alla conseguente accelerazione della clearance batterica ad ope-
ra dei fagociti professionisti nei tessuti dell’ospite; e 2) all’attivazione della risposta 
mediata dal complemento. 
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Il clonaggio in un vettore di espressione delle sequenze nucleotidiche corrispondenti a 
uno dei due antigeni (dominio conservato della flagellina di fase 2), ha portato alla pro-
duzione di un polipeptide ricombinante che, allo stato attuale, è in fase di sperimenta-
zione per lo sviluppo di un kit diagnostico ELISA. 
Per quanto riguarda le tre proteine citosoliche, è stato determinato che la loro produzio-
ne aumenta durante l’infezione, nel corso della risposta a stress ossidativi e di acidifica-
zione indotti sui batteri dalla risposta immunitaria innata. Questo è molto importante al-
lo scopo di raggiungere uno degli obiettivi principali dello studio, come descritto sopra, 
ovvero “Porre le basi per la realizzazione di un kit diagnostico che offra la possibilità di 
distinguere gli anticorpi derivanti da una infezione naturale da quelli dovuti ad una pro-
filassi vaccinale”. Infatti, attualmente, la diffusione del sierotipo Abortusovis viene con-
trollata, in Sardegna, mediante l’immunizzazione delle pecore con un vaccino spento 
con fenolo. Questo vaccino, non sempre presenta un elevato grado di copertura negli a-
nimali immunizzati. Uno dei motivi potrebbe dipendere dal fatto che antigeni rilevanti 
ai fini dell’immunizzazione dell’ospite potrebbero non essere espressi in batteri coltivati 
in laboratorio (es. in terreno LB) e, conseguentemente, non essere presenti nella formu-
lazione vaccinale spenta. In questo lavoro abbiamo identificato antigeni suscettibili di 
up-regulation nel corso dell’infezione e, contestualmente, aventi potere immunogeno. 
Tali antigeni (proteine Psao3, Psao4 e Psao5), pertanto, potrebbero essere utilizzati per 
l’allestimento di un test in grado di differenziare gli animali attualmente immunizzati 
con il vaccino spento da quelli che invece hanno subito un infezione naturale con il cep-
po selvatico e, conseguentemente, identificare rapidamente e con sicurezza la presenza 
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di nuovi focolai di salmonellosi ovina e predisporre gli interventi necessari per circo-
scrivere le epidemie.  
Fino ad oggi la diagnosi di mastite provocata dall’infezione di Streptococcus uberis è 
stata garantita da esami colturali a partire dal latte infetto. 
Molto spesso le forme sub-cliniche sono riconosciute solo quando la produzione del lat-
te è compromessa in modo irreversibile e, pertanto, la perdita economica è ormai irre-
cuperabile. La tecnica di identificazione standard si avvale dell’utilizzo di gallerie bio-
chimiche commerciali purtroppo calibrate per batteri di origine umana e non veterinaria. 
Questo ha comportato e comporta dei limiti nell’identificazione delle infezioni da Strep-
tococchi negli ovini.   
La possibilità di affiancare ai tradizionali metodi microbiologici strumenti diagnostici 
innovativi, in grado di identificare in modo rapido, economico ed efficace i capi affetti 
da mastiti subcliniche (e quindi di valutare lo stato sanitario degli animali in allevamen-
to) e nello stesso tempo di riconoscere nel latte i patogeni responsabili dell’infezione, 
faciliterebbe la prevenzione e la cura delle mastiti e garantirebbe allo stesso tempo un 
miglioramento quali-quantitativo delle produzioni. 
Negli ultimi anni nel campo della diagnostica veterinaria si è osservato un notevole svi-
luppo di metodiche di biologia molecolare. Questi metodi, che offrono possibilità di di-
agnosi rapide ed estremamente sensibili, rappresentano un nuovo strumento per 
l’identificazione e il controllo delle malattie infettive e sono già, per alcuni agenti ezio-
logici, riconosciuti come metodi ufficiali a livello internazionale (42,43). 
Durante il mio triennio di Dottorato  mi sono quindi anche dedicata allo sviluppo di un 
protocollo diagnostico per la ricerca dei principali agenti infettivi di  mastite ovina at-
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traverso tecniche di amplificazione genica. E’ stata sviluppata una Multiplex-
Polymerase Chain Reaction (Multiplex-PCR)  per identificare, direttamente da latte, le 
principali specie di streptococchi responsabili di mastite negli ovini in Sardegna: Strep-
tococcus uberis, Enterococcus faecalis, Enterococcus faecaium, Streptococcus suis e 
Streptococcus bovis. 
Il pannello di  Multiplex-Polymarase Chain Reaction (Multiplex-PCR) sviluppato, ga-
rantisce rapidamente (in meno di 24 ore ) e in modo sequenziale l’identificazione diretta 
da latte gli Streptococchi di maggiore interesse epidemiologico per le mastiti ovine in 
Sardegna: Streptococcus uberis, Enterococcus faecalis, Enterococcus faecaium, Strep-
tococcus suis e Streptococcus bovis. 
Solo con la prima Multiplex è possibile, in tempi rapidi e a costi ridotti, identificare le 
due specie responsabili di circa il 90% dei casi di infezione da Streptococchi negli alle-
vamenti sardi: Streptococcus uberis (69%) seguita da Enterococcus faecalis (19%).  
In alcuni casi, quando l’identificazione biochimica porta a risultati dubbi, la metodica 
PCR appare di importante aiuto per convalidare la metodica colturale e/o per suggerire 
ulteriori analisi biochimico-colturali.  
Considerando il rapporto costo-beneficio delle diverse metodiche esaminate e volte 
all’identificazione dei microrganismi, certamente la PCR garantisce i risultati migliori 
in termini di affidabilità e sensibilità.  
Infatti, la tecnica utilizzata ha permesso di ottenere risultati del tutto sovrapponibili e 
concordanti con i dati ottenuti eseguendo singole PCR per ciascun agente infettante, ha 
rivelato una maggiore sensibilità e specificità rispetto all’esame biochimico e si è dimo-
strato pratico, economico e di semplice esecuzione. Risulta infatti economicamente 
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conveniente rispetto alle tecniche di isolamento e identificazione standard e, rispetto 
all’uso di singole PCR, consente un risparmio di tempo e di costi di reazione maggiori 
del 50%. Riteniamo quindi che questo protocollo possa essere adottato in campo veteri-
nario ed applicato alla routine diagnostica per la diagnosi e monitoraggio delle infezioni 
causate da Streptococchi. 
Un limite di questa metodica è rappresentato dall’impossibilità di essere utilizzata nel 
periodo dell’asciutta cioè in assenza di lattazione della pecora. Studi preliminari sem-
brerebbero dimostrare che l’infezione da Streptococcus uberis venga contratta princi-
palmente in prossimità del periodo dell’asciutta per decorrere quasi asintomatica fino al 
termine della gravidanza. Sorgerebbe quindi il problema dell’assenza di latte con il qua-
le effettuare diagnosi in tempo utile. A questo punto gli esami sierologici avrebbero la 
doppia valenza di essere indispensabili sia all’identificazione dell’agente eziologico, sia 
alla conoscenza della sua diffusione all’interno del gregge.  
Ho proceduto quindi ad allestire una metodica ELISA utilizzando come antigeni un po-
ol di proteine di membrana. Il  metodo utilizzato, a differenza della microagglutinazione 
lenta, consente di valutare l’evoluzione temporale della malattia discriminando fra le 
due categorie di anticorpi IgM e IgG. La metodica si è dimostrata efficace 
nell’identificare l’agente eziologico e nel differenziare le due classi di anticorpi. 
L’utilizzo di una metodica basata sull’estrazione di pools di proteine di membrana, tut-
tavia, può avere il limite di non discriminare tra agenti eziologici dello stesso genere 
(inclusi S. suis ed S. bovis) o di generi correlati (es. Enterococcus). Pertanto, è stato av-
viato uno studio di proteomica differenziale, ancora in corso, che mira ad identificare 
specificità antigeniche proprie di Streptococcus uberis ed assenti in altri patogeni corre-
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lati, inclusi S. bovis, S. suis e Enterococcus faecalis. Ad oggi sono stati identificati sei 
antigeni, candidati biomarlers, di Streptococcus uberis.  
Tali proteine sono state identificate al MALDI e sono in corso le indagini per valutare il 
loro possibile utilizzo come markers specifici dello Streptococcus uberis.  
In particolare, una di queste proteine risulta interessante come probabile biomarker spe-
cifico di S uberis. L’analisi in Blast della sua sequenza, ha permesso di evidenziare una 
totale omologia di sequenza con una proteina di S.uberis e non presenta regioni conser-
vate in altri batteri, incluso il genere Streptococcus. 
Gli antigeni identificati come markers specifici per la specie uberis verranno utilizzati 
per l’allestimento di un nuovo saggio ELISA capace di individuare più specificamente 
gli animali infetti, compresi gli asintomatici. I vantaggi che l’uso di questa metodica 
può comportare nella gestione di focolai epidemici soprattutto nel periodo dell’asciutta 
sono evidenti. Una ulteriore applicazione della metodica potrebbe essere individuata nei 
test routinari da prevedere in situazioni di compravendita degli ovini durante il periodo 
d’asciutta. Proprio in questo periodo infatti, avvengono la maggior parte dei passaggi di 
proprietà di ovini, in assenza di latte per eventuali esami diagnostici e nell’impossibilità 
di apprezzare eventuali lesioni del parenchima a causa della fisiologica atrofia. 
L’utilizzo di questa metodica consentirebbe di ovviare a queste limitazioni e quindi con-
tribuirebbe a limitare il commercio e gli spostamenti di animali infetti e potenzialmente 
contagiosi. E’ inoltre nostra intenzione completare il quadro delle possibilità diagnosti-
che predisponendo l’allestimento di un’ulteriore nuova ELISA in grado di identificare e 
differenziare, in un unico test, le Ig specifiche per i generi: Staphylococcus, Streptococ-
cus, Enterococcus e Micoplasma ai quali appartengono i più importanti agenti eziologici 
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